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Uber Rhodanhamine. 
Von 


William Kiister. 





(Mitteilung aus dem Labor, f. organ. u. pharmaz. Chemie der Techn. Hochsch. Stuttgart 
nach Versuchen der Herren Dipl.-Ing. Dr. A. Gerlach u, Dr. E. Willig.) 


(Der Redaktion zugegangen am 19. Mai 1923.) 


Nachdem sich erwiesen hatte, dab an Stelle des Chlors nicht 
nur Brom in das Hiiminmolekiil eintreten kann, sondern auch 
das Formyl, mu8te mit der Méglichkeit gerechnet werden, noch 
andere Acyle einfiihren zu kénnen. Diesbeziigliche Versuche 
sind mit Cyan-, Ferro- und Ferricyan und Rhodan ausgefihrt 
worden und haben den Erfolg gehabt, daB wenigstens einige 
Rhodanhimine im krystallisierten und analysenreinen Zustande 
erhalten wurden. Es handelt sich um das mit Hilfe von 
Nisessig zu gewinnende @-Himin, um das mittels Aceton und 
Schwefelsiure herstellbare @-Himin, sowie um methylierte 
Derivate des letzteren, die nach Mérners Methode dargestellt 
wurden. Besonderes Interesse verdient die Tatsache, daB nicht 
nur die Isomerie zwischen @- und f-Form bei den Rhodan- 
himinen scharf hervortritt und zwar dadurch, daB sich nur 
die letztere in einer 5°/, igen Lésung von Natriumbicarbonat 
auflést, sondern da8 eine Umwandlung der q@- in die #-Form 
unter der Kinwirkung von Pyridin erfolgen kann, ja daB diese 
Umwandlung bei sehr langer Einwirkung von Pyridin noch 
weiter geht und zur Pseudoform des -Typus fiihrt, die sich 
auch in mit verdiinnter Schwefelsiure angesiuertem Alkohol 
auflést. Wie in der voranstehenden Abhandlung iiber Formyl- 
himine ausgefiihrt wurde, ist also wenigstens in normalen 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIX. 11 





158 William Kiister, 


Fallen die «-Modifikation eines Himins im Blut zuniichst ent- 
halten, das Auftreten des #-Typus ist eine sekundire Er- 
scheinung und besteht in einer Auflockerung der Bindung des 
Kisens an das eine Carboxyl, das nunmehr selbstindig wird, 
im Pseudotypus treten dann auch basische EKigenschaften des 
Hiimins hervor, womit das immer leichter zu bewerkstelligende 
Herauslésen des Kisens Hand in Hand geht, was schon friiher 
angestellte Versuche erwiesen haben.') Daf durch diese Be- 
obachtungen die Vorstellung von einer Betainbindung im Himin 
eine weitere Stiitze erhilt, wurde bereits ausgefiihrt.?) Man 
kénnte aber auch daran denken, die bildliche Darstellung so 
zu wihlen, daB das saure EKigenschaften bedingende Carboxy| 


durch —Om = H wiedergegeben wird, das mit dem Eisen 


nicht in Beziehung steht, wihrend im a@-Typus das Carboxy] 
—COOH eine Koordinationsstelle am Eisen mit dem Carbonyl- 


sauerstoff besetzt. «- und f#-Modifikation unterscheiden sich 
dann ferner durch ihr graduell verschiedenes Verhalten gegen- 
iiber Diazomethan und durch den Grad der Leitfihigkeit in 
Benzonitril. 

Vom a@-Typus wurden nur 30°/, der eingesetzten Menge 
durch Diazomethan monomethyliert, wihrend unter denselben 
Bedingungen 100°/, des £-Hamins in ein stiirker methyliertes 
Produkt umgewandelt werden. 

Leitfihigkeitsbestimmungen sind bisher an einem «-Chlor- 
himin in Pyridinlésung vorgenommen und _ver6ffentlicht 
worden.*) Diese wurden dann durch solche mit einem «-Brom- 
hiimin in demselben Lésungsmittel verglichen und dann in 
Benzonitril, weil Pyridin sich vielleicht doch addiert haben 
konnte.4) Doch gilt dies auch fiir das Benzonitril, wenigstens 





1) Diese Zs. Bd. 66, 8. 187 (1910). 
*) Vgl. die vorstehende Mitteilung. 
5) Ber. d. d. chem. Ges. Bd. 53, 8. 633 (1920). 


*) DaB bei der Molekulargewichtsbestimmung durch H. Fischer 


u. A. Hahn (Chem. Ber. Bd. 46, S. 2308 [1915!) in Pyridinlésung ein 
mit dem Einfachen der empirischen Formei iibereinstimmender Wert 
erzielt wurde, libt sich mit der iuBerst geringen Leitfihigkeit erkliiren. 
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wurde das Himin nach dem Abdampfen des Loésungsmittels 
nicht unverindert zuriickerhalten, Die erhaltenen Werte sind 
also mit einer Unsicherheit behaftet, aber vielleicht sind sie 
doch miteinander vergleichbar, weil anzunehmen ist, daB die 
Verinderungen im Hiaminmolekiil bei allen Priparaten in 
cleicher Weise und in gleichem Grade erfolgen. Der Vergleich 
zeigt nun in Pyridinlésung, daB «-Bromhiimin eine héhere spe- 
zifische Leitfaihigkeit besitzt als @-Chlorhimin, was mit den 
seobachtungen iibereinstimmt, nach welchen das Brom rascher 
und vollstiindiger durch Alkalien entfernt zu werden pflegt als 
das Chlor. In Benzonitrill6sung wurde eine viel geringere 
ieitfahigkeit festgestellt als in Pyridin, in beiden Lésungen 
ein viel stirkerer Abfall bei zunehmender Verdiinnung als 
beim «@-Chlorhimin. Hauptsichlich wurden aber die Werte 
erst nach 4 Stunden beim Bromhimin konstant, wihrend beim 
¢-Chlorhiimin eine ahnliche Beobachtung nicht gemacht worden 
war; die EKjinstellung erfolgte in Pyridin wie in Benzonitril 
unter Abnahme der spezifischen Leitfaihigkeit. Die Rhodan- 
hiimine zeigen eine viel geringere Leitfaihigkeit, die «-Form 
die geringste, die mit Aceton und Schwefelsiiure erhaltene 
3-Form eine etwas gréBere, die aus der «-Form unter der 
Kinwirkung von Pyridin hervorgegangenen f-Formen erheblich 
gréBere. Die zu erwartende Ubereinstimmung bei den #-Formen 
ist also nicht beobachtet worden, der Grund fiir die Un- 
stimmigkeit muB wohl darin gesucht werden, daB durch die 
Behandlung mit Pyridin die Disposition zur Rhodanionen- 
bildung erhéht worden ist. Weitere Untersuchungen miissen 
hier Aufklirung schaffen. Das S(Aceton)-Rhodanhimin verhielt 
sich nun auch noch insofern abweichend als bei steigender 
Verdiinnung zuniichst eine Zunahme der Leitfahigkeit eintritt, 
‘ihnlich verhielt sich das @-Rhodanhimin, wahrend bei allen 
anderen bisher untersuchten Priparaten eine Abnahme fest- 
zustellen war. Ausnahmslos ergab sich eine um so bedeutendere 
Zunahme der Leitfihigkeit je linger sich die Himine in der 
Benzonitrillésung befanden. Das Abdissoziieren des Rhodan- 
restes erfolgt also allmahlich und damit geht eine Verinderung 


des Farbstoffs vor sich, denn nach Abdestillation des Lésungs- 
11* 
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mittels zeigte er sich immer als nicht mehr deutlich krystal- 
lisiert. DaB die Leitfahigkeit der Hauptsache nach durch das 
Acyl bedingt ist, wurde aus den Messungen am «-Chlorhimin 
und an seinem dimethylierten Derivat abgeleitet. Auch im 
a-Rhodanhamin spielen die Carboxyle nur eine geringe Rolle, 
wie aus der geringen Abnahme der Leitfahigkeit nach Methy- 
lierung des einen Carboxyls hervorgeht. Anders liegen, wie 
zu erwarten war, die Verhiltnisse bei den §-Rhodanhiminen: 
hier vermindert die vollstindige Methylierung eines Carboxyls 
die Leitfahigkeit bedeutend, woraus zu schlieBen ist, daB in 
den f-Himinen das selbstindig gewordene Carboxyl auch an 
der Leitfaihigkeit beteiligt ist. 

Indessen sind auch diese Resultate nicht einwandfrei, weil 
die mittels Diazomethan erhaltenen methylierten Rhodanhimine 
zum Teil wenigstens nicht krystallisierten und sich auch 
schwerer in Benzonitril lésten als erwartet werden konnte. 
Es ist also nicht ausgeschlossen, daB bei der Einwirkung von 
Diazomethan sich Verinderungen noch unbekannter Natur ein- 
stellen, wie denn iiberhaupt auch der Verlauf dieser Reaktion 
insofern der Klarung bedarf als die Ubereinstimmung der bei 


verschiedenen Versuchen erhaltenen Resultate in bezug auf 


den Methylierungsgrad und die Krystallisierbarkeit der methy- 
lierten Himine zu wiinschen iibrig laBt, trotzdem unter mig- 
lichst gleichen Bedingungen zu arbeiten versucht wurde. Be- 
sonders auffallen muB, daB das als echtes 6-Rhodanhimin an- 
zusprechende Praparat Nr. If Ba) sich vollkommen methylieren 
lieB und zwar waren 13°/, dimethyliert, 87°/, monomethyliert 
und beide Produkte krystallisierten, wihrend das Pseudo-f- 
Rhodanhamin Praparat Nr. IZBb), das unter gleichen Be- 
dingungen, aber von dem Blut eines anderen Tiers gewonnen 
war, sich schwer methylieren lieB (nur zu 18°/.) und da der 
methylierte Teil nicht krystallisierte. Man ist immer wieder 
versucht an Unterschiede zu denken, die bereits im Blut selbst 
vorgebildet sind. 

Neben dem @-Rhodanhamin wurde das {Aceton)-Rhodan- 
himin am schénsten krystallisiert erhalten, beide Praparate 
kommen dem e-Chlor- und Bromhimin, was die GréBe der 
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Krystalle und die Ausbildung der Formen betrifit gleich oder 
iibertreffen sie. Hiir die @-FKorm sind grofe sechsseitige Blitt- 
chen charakteristisch, das Aceton-RKhodanhimin krystallisiert in 
langgestreckten Prismen, die an einem Ende oder an beidey 
Enden dachformig zugespitzt sein kénnen. Dieses Hiimin 
wurde auch vollig chlorfrei erhalten und zwar gelang die Ent- 
fernung der dem Rohpriparat gern anhaftenden geringey 
Mengen von Chlorhimin durch eine Behandlung mit 0,05°) - 
iger Loésung von sekundirem Natriumphosphat, wodurch nur 
Chlor, kein Rhodan herausgenommen wird, und nachfolgende 
Umscheidung. Weniger schén krystallisiert wurden die methy- 
lierten #-Rhodanhimine mit Hilfe von Methylalkohol und 
Schwefelsiure erhalten. Auch hier entstand bei vier Priparaten 
ein (temenge verschieden weit methylierter Hiamine, das sich 
mit Hilfe von Chloroform in drei Fraktionen trennen lieB. Die 
auch im kalten Chloroform lésliche erwies sich als dimethyliert, 
die nur in heiBem Chloroform leicht lésliche Fraktion bestand 
aus monomethylierten, der ungelést geblicbene Rest aus fast 
monomethyliertem Rhodanhimin. Es ergaben sich also Ver- 
haltnisse ganz so wie bei der Verwendung von Salzsaiure und 
auch hier zeigte sich, daB ein langeres Kochen der mit Rhodan- 
wasserstofisiiure versetzten Lisung nicht zur Vermehrung des 
dimethylierten Anteils, sondern nur zur Vermehrung der mitt- 
leren Fraktion auf Kosten der in Chloroform unldéslichen fiihrte. 

Um so mehr muBte es auffallen, daB bei der Herstellung 
eines fiinften Priiparats aus dem Blut einer zweijihrigen Kul 
ein scheinbar einheitliches, d. h. in kaltem Chloroform lésliches 
6-Rhodanhimin gewonnen wurde, das nur monomethyliert war. 
Die Ausbeute war erstaunlich gut, sie betrug fast 4 g pro 
Liter und erreichte damit die iiberhaupt mégliche Menge, gab 
doch ein Liter desselben Bluts 3,9 g a-Rhodanhimin nach der 
Methode von Schalfejeff. Auch erwies sich der Hauptanteil 
des Priparats als echtes Himin, d.h. angesiuerter Alkoho! 
léste nur iuBerst wenig, was natiirlich die Ausbeute begiinstigte. 
Leider war das Priiparat so rasch ausgefallen, daB es nur un- 
deutlich krystallin erschien, und diese feine Verteilung hat es 


wohl mit sich gebracht, daB sich das ganze Priparat bei der 
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Extraktion mit Chloroform aufléste. Die Leitfahigkeit war sehr 
gering, immerhin gréfer wie die des entsprechenden Formy]l- 
himins und auch etwas gréBer wie die des aus der o-Form 
unter der Kinwirkung von Pyridin hervorgegangenen und dann 
durch Diazomethan methylierten Rhodanhimins, das die Pseudo- 
form vorstellte. Da das Blut nach Schalfejeff verarbeitet 
die «-Form glatt geliefert hatte, mu8 diese in ihm vorgebildet 
sein. Ks fragt sich, ob sie etwa trotz der Behandlung mit 
Schwefelsiure erhalten geblieben ist. Ein Beispiel dieser Art 
diirfte schon vorliegen'), wie denn iiberhaupt die Beschaffenheit 
des Blutes fiir den daraus zu gewinnenden Hamintypus von 
Jedeutung ist.?) 

Was die Formulierung der Rhodanhimine betrifft, so 
diirften die bei den Formylhaminen entwickelten Vorstellungen 
auch hier anwendbar sein, da auch das Rhodan sehr schwer 
ans dem Verband mit dem Kisen zu lésen ist, daher eine 
Koordinationsstelle besetzen wird. Entsprechend tritt es auch 
leicht in das Molekil ein und, da die Léslichkeitsverhiltnisse 
giinstiger sind wie bei den Formylhaminen, ist es méglich ge- 
wesen, ein #-Chlorhimin in ein #-Rhodanhimin iberzufiihren. 
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w 6-Rhodanhiimin. 

Wenn nun im «-Rhodan-, Formyl-, Chlorhimin zwei Betain- 
bindungen formuliert werden, so steht das Eisen mit den ba- 
sischen Stickstoffatomen nicht mehr in Verbindung. Hierin 
kénnte ein grundsiitzlicher Unterschied gegentiber den bisher 


1!) Diese Zs. Bd. 91, S. 143 (1914); Bd. 101, 8.45 Praparat Nr. V. 
*) Diese Zs. Bd. 109, S. 117 (1920). 
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iiblichen Vorstellungen liegen. Nehmen wir aber den von 
mir vertretenen Wechsel in der Bindungsweise’) als bestehend 
an, so wird das Eisen in der einen Lage mit den Stickstoff- 
atomen 1 und 2, in der anderen mit den Stickstoffatomen 3 
und 4 verbunden gedacht sein, wodurch es eben doch mit 
allen 4 Stickstoffatomen im Connex bleibt. Dieser Bindungs.- 
wechsel bedingt zugleich, das zwei Pyrrolkerne der einen Lage 
in zwei Pyrrolenylkerne der anderen iibergehen und umgekelirt. 
In der von mir zuerst aufgestellten Formel?) fiir das Himin (1), 
die von P. Pfeiffer*) akzeptiert wurde, sind nun neben zwei 
Pyrrolenylkernen nur ein echter Pyrrolkern und ein Pyrrolin- 
kern enthalten. In der Tat scheint nun hierin insofern ein 
Vorteil zu liegen als die Interpretierung verschiedener Be- 
obachtungen erleichtert wird. Der Pyrrolinkern erfaihrt ja bei 
der Umwandlung in den echten oder in den Pyrrolenylkern 
eine Oxydation und die entsprechende Reduktion vollzieht sich 
bei der Umkehrung dieses Vorgangs, der sich gleichzeitig an 
einem anderen Pyrrolkomplex einstellt. Hiermit diirfte nun 
zusammenhingen, daB Natriummethylat sowohl reduzierende 
wie oxydative Spaltungen hervorrufen kann und vor allem er- 
fahren die noch nicht aufgeklirten Prozesse eine Beleuchtung, 
die sich bei der Einfiihrung des Eisens als Ferroacetat in das 
Mesoporphyrin abspielen, nach deren Vollendung das Meso- 
himin auftritt, welches dreiwertiges Eisen enthalt und mit dem 
durch direkte Reduktion des Himins gewinnbaren Stoff iden- 
tisch ist. Nun ist wohl die einfachste Erklirung fiir die Aui- 
nahme des Eisens seitens des Mesoporphyrins in einer An- 
lagerung des Ferroacetats an die basischen Stickstoffatome zu 
suchen (II), dann mu sekundir eine Abspaltung von Kssig- 
siure erfolgen, zu welcher zwei Wasserstoffatome nétig sind, 
die von den Stickstoffatomen 1 und 3 genommen werden, was 
zugleich die Umlagerung der Pyrrolkerne, welchen diese Stick- 
stofflatome angehdren, in Pyrrolenyle bedingt. Das Eisen ist 


1) Ber. d. d. chem Ges. Bd. 53, S. 629 (1920); Bd. 56, S. 59 (1923). 

*) Diese Zs. Bd. 82 S. 469 (1912). 

8) Organische Molekiilverbindungen S. 196. Stuttgart, F. Enke 
(1922). 
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aber jetzt an die Stickstoffatome 2 und 4 gebunden, die jetzt 
zu einem echten Pyrrol und einem Pyrrolinkern gehéren, 
wihrend es im Hiamin, von dem bei der Darstellung des 
Mesoporphyrins ausgegangen wurde, mit den Stickstoffatomen 1 
und 3 verbunden zu denken ist. Bei der direkten Reduktion 
wird aber dieses Verhiltnis sich nicht indern, woraus folgt, 
daB in dem Gleichgewichtszustand zwischen der einen und der 
anderen Lagerung das Kisen gleichmaBig an alle vier Stick- 
stoffatome gebunden zu formulieren ist, wobei Voraussetzung 
ist, daB tatsichlich Zaleskis aus dem Mesoporphyrin hervor- 
gehendes hydrogenisiertes Himin mit dem Mesohimin identisch 
ist. Der Ubergang der Ferro- in die Ferriform dabei muB 
aber der oxydierenden Wirkung des Atmosphirsauerstoffs zu- 
geschrieben werden. DaB er sich so leicht vollzieht, mag viel- 
leicht mit der intramolekularen Reduktion und Oxydation im 
organischen Teil des Molekiils zusammenhangen. Ks ist aber 
auch die Vorstellung nicht abzuweisen, daB das Mesoporphyrin 
den Pyrrolinkern nicht mehr enthilt, daB also bei seiner Dar- 
stellung mittels EKisessig-Jodwasserstoff die Reduktion sich 
zwar auf die ungesittigten Seitenketten erstreckt, zugleich aber 
eine Umformung des Pyrrolinkerns zu einem Pyrrolkern er- 
folgt, was, wenn wir die Formel C,,H,,O,N, fiir das Meso- 
porphyrin beibehalten, Ungesattigtsein an zwei der vier 
Methingruppen zur Folge haben muB, die sich ausgleichen 
kénnte?) (ILI). 

Bei der Einlagerung des Eisens als Ferroacetat wiirde 
dann die Bewegung riickliufig werden d.h. dadurch, daB sich 
die Oxydation am Eisen vollzieht, wiirde die Reduktion des 
Pyrrols zum Pyrrolin erfolgen. Es wire ferner noch fest- 
zustellen, ob die Reduktion des Himins zum Mesoporphyrinogen 
den Pyrrolinring als solchen im Molekiil verbleiben laiBt, wie 
es nach der jetzt iiblichen Formel C,,H,,O,N, der Fall wire 
IV). Die Unbestiindigkeit des Mesoporphyrinogens spricht fir 
diese Auffassung, nach welcher nur zwei der vier Methine 





') Hierin kénnte auch der Grund fiir die Beobachtung zu suchen 
sein, daB bei der Oxydation das Mesoporphyrin nur 1 Mol Himatinsiure 
gibt, das Hiimin aber deren zwei. 
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Mesohiimin. 


*- 4Wischenprodukt 


V. C, Hy, O,N, 


reduziert wiiren und ein asymmetri- 
scher Bau vorlige. Die von H. Fischer 
ausgefiihrten Analysen sprechen aller- 
dings fiir die wasserstoffreichere For- 
mel (V) C,,H,,O,N, und der durch 
Oxydation bewirkte Ubergang in Meso- 
porphyrin laBt sich mit beiden For- 
mulierungen in Kinklang bringen. 
Bei meinen bisherigen Betrach- 
tungen iiber die komplexe Bindung 
des Eisens im Himin habe ich dem 
Ferriatom die so hiufig beobachtete 
Koordinationszahl ,,6“ zugewiesen und 
koordinative Ungesittigtheit mit als 
einen F'aktor angesehen, der fiir die 
Léslichkeit in Pyridin von Bedeu- 
tung sein kénnte. Es wurde durch 
die Formelbilder zum Ausdruck zu 
bringen versucht, daf die sauren und 
basischen Eigenschaften in den a-Ha- 
minen latent sind, daB durch Los- 
lésung des einen Carboxyls vom Eisen 
saurer Charakter auftritt und zu- 
gleich die Festigkeit der Bindung 
des EKisens abnimmt, welcher ProzeB 
durch Ubergang in die Pseudoform 
sich fortsetzen diirfte. Der Hinflu8 
des Eisens auf die Farbe erscheint 
hierbei nur insofern beriicksichtigt als 
sie durch den geschilderten Bindungs- 
wechsel mitbedingt ist. Da er aber 
auch bei den Porphyrinen stattfindet, 
andrerseits ein Umschlag der Farbe 
mit dem Eintritt des Eisens Hand in 
Hand geht, erscheint es nétig zu 
priifen, ob das Eisen nicht auch mit 
den vier Methingruppen des Mole- 
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kiils verbunden dargestellt werden muB, womit dem LKisey 
eine héhere Koordinationszahl zugeschrieben werden miiBbte. 
DaB dies angingig ist, diirfte nicht zweifelhaft sein, denn in 
dem Salz [Fe(PO,),]y° kann dem Eisen die Koordinations- 
zahl ,,9* mit gréBerer Berechtigung zuerteilt werden als die 
Annahme fiir sich hat, daB PO, hier nur zwei Koordinations- 
stellen besetzt. Mit der Reduktion der Methingruppen schwindet 
dann nicht nur die Farbe, sondern auch das Bindungsvermiégen 
fiir das Eisen. 


Experimenteller Teil. 


I. a-Rhodanhamin. 


A. 1. Darstellung aus frischem defibrinierten Blut einer 
zweiljihrigen Kuh. 4 Liter EKisessig werden auf dem Wasser- 
bade auf 95° erhitzt, 60 ccm 5°/, iger Rhodanwasserstoffsiure- 
lésung dazu gegeben und in das Gemisch ein Liter Blut 
tropfenweise einflieBen gelassen. Das rotbraun gefarbte Re- 
aktionsgemisch gieBt man durch ein Koliertuch in eine grobe 
Porzellanschale, in der sich nach 24 Stunden atlasgliinzende 
Krystalle in reichlicher Menge absetzen. Die iiberstehende 
Fliissigkeit kann dann zum gréften Teil abgegossen werden, 
der Rest wurde durch Filtration entfernt, was sehr langsam 
vonstatten ging, da den Krystallen viel EiweiB anhaftete. Auch 
das Auswaschen mit ganz verdiinnter Rhodanwasserstoffsiure 
war langwierig. Nach dem Trocknen im Vakuum und bei 
45° wurden 3,9 g des Hiamins erhalten. Es krystallisierte 
durchaus in sechsseitigen Blittchen und erwies sich als un- 
léslich in 5°/,iger Sodalésung.’) Zur Reinigung wurden 2,4 g 
des rohen Hamins mit einem Gemisch von 6 ccm Pyridin und 
13 ccm Chloroform 5 Minuten geschiittelt, vom ungelésten 
KiweiB filtriert und das karminrot gefirbte Filtrat in 200 ccm 
Hisessig bei 95—100° tropfenweise eingetragen, der mit Rhodan- 
ammonium gesittigt war und noch 20 ccm 2°/,ige Rhodan- 
wasserstoffsiure enthielt. Uber Nacht hatten sich dann aus 





1) Nach lingerer Lagerung wurde auch durch Bicarbonatlésung 
etwas von dem Himin in Lésung iiberfihrt. 
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dem KHisessig 1,7 g Hamin abgesetzt, die von der Mutterlauge 
leicht durch Absaugen zu trennen waren. Es _ krystallisierte 
in rotbraunen Prismen und Stabchen, sowie in sechs- 
seitigen Blattchen und verhielt sich gegen Soda und Bicarbonat 
wie das rohe Hamin. Es ist in Pyridin, Anilin, Benzonitril, 
auch etwas in Chloroform und Methylithylketon léslich, un- 
léslich in Aceton, kaltem und warmem Methylalkohol, auch 
in angesiuertem. Es ist also als ein echtes w-Himin anzu- 
sprechen. 

6,61 mg Substanz (110°) gaben 0,01505 g CO,, 0,002894 g H,O und 


0,00078 g Fe,Oy. 
7,89 mg Substanz (110°) gaben 0,74 cem N, bei 16° und 742 mm B. 


0,1183mg ,, (110% ,, 0,0016 AgCl, 0,0130 Fe,O, u, 0,0371 
BaSQ,. 
C,,H,,0,N,FeSCN. 
Ber. 62,31°/, C 4,78°/, H 10,399, N 8,28°/, Fe 4,75°/,S 0,0, Cl 
Gef. 62,12 4,90 10,82 8,25 4,49 0,34 
8,09 


Zur Bestimmung der Leitfahigkeit wurden 0,05 g des 
Himins in 20 ccm Benzonitril gelést und von einem unwig- 
baren Riickstand filtriert. Die Lésung ist dunkelrot gefarbt. 
Die Leitfahigkeit des Benzonitrils (7,8-10~") ist abgezogen 
worden. c= 0,35616. 7 = 25”. 














Verdiinnung 1: 400 1: 800 1: 1600 1 : 3200 
sofort 3,885-10—° | 4,816-107~° 2,81-10~° 2,778-10—® 

nach 3 Stdn.] 4,73 4,74 2.35 2,74 

5 ae 5,48 4,9 2,07 2,78 

ye 6,30 4,9 2,07 2,73 

» 100 , 7,32 5,15 2,10 2,60 














Kin Methylierungsversuch wurde mit Hilfe von Diazo- 
methan ausgefthrt, indem zu 0,15 g des Rhodanhamins in 
40 ccm Chloroform suspendiert, das aus 0,8 ccm Nitrosomethyl- 
urethan entwickelte Diazomethan geleitet wurde. Es ging 
unter Gasentwicklung nur ein geringer Teil des Farbstoffs in 
Lésung. Nach vierstiindigem Stehen wurde das Gemisch 
vier Stunden geschiittelt, dann wurde filtriert und aus dem 
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Filtrat 0,044 g eines nicht krystallisierenden Himins isoliert. 
das auch in warmer Soda schwer léslich war. Es enthielt 
2,42°/, CH, [7,88 mg (110°):3,0 mg AgJ]. Der in Chloro- 
form unldésliche Teil erwies sich schon nach dem Aussehen als 
nicht verandert. Er enthielt 0,3°/, CH, (6,8 mg:0,32 mg Ag). 
Zur Bestimmung der Leitfihigkeit wurden 0,01116 g des Himins 
mit 2,42°/, CH, in 4,5 ccm Benzonitril zu lésen versucht, doch 
blieben 0,0044 g ungeldst. 


ec = 0,423846. 7 = 25°. 











Verdiinnung | 1: 665 | 1: 1330 1 : 2660 | 1: 5320 











sofort | 2,48-1078 | 2,77-1078 2,84-10-° | 1,45+10— 


Kine nach 20 Stunden ausgefiihrte Messung ergab fast 
dieselben Werte. 

A. 2. Ein zweites Priparat von «-Rhodanhimin wurde 
aus einem Liter Kalbsblut unter denselben Bedingungen ge- 
wonnen wie bei Al angegeben. MHierbei wurde eine erste 
Krystallisation im Betrage von 1,85 g erhalten, die in Teich- 
mannschen Formen auftrat, eine zweite von 0,35 g, nach Aut- 
kochen der Mutterlauge abgeschieden, krystallisierte vorwiegend 
in wetzsteinihnlichen Formen. Das Kalbsblut war also an- 
scheinend sehr arm an Blutfarbstoff, da die Ausbeute nur 
2.2 statt 4g betrug. Das erhaltene Himin war fast frei von 
Verunreinigungen, enthielt aber noch 1,8°/, Chlor. Ks léste 
sich nicht in Bicarbonat, nur wenig in angesaiuertem Methy!- 
alkohol, stellte also in der Hauptsache ein echtes «-Himin 
vor. In 5°/,iger Soda und in Pyridin war es glatt léslich, 
auch durch warmes Aceton und warmen Kisessig fand etwas 
Lésung statt. 


0,1645g Subst. gab. 0,0122g AgCl, 0,0195g Fe,O, u. 0,0385 ¢ BasSO, 
= 1,8°/, Cl 8,29°/, Fe 8,2), S. 

A. 3. Kin drittes Priparat wurde aus 1/, Liter Misch- 
blut mehrerer alter Kiihe hergestellt. Die Ausbeute betrug 
1,5 g. Das Himin krystallisierte in beiderseits schief ab- 
ceschnittenen Saulen, einzeln oder hiufiger paarweise gekreuzt, 
oft zu schénen Drusen verwachsen und fast vollstaindig frei 











Uber Rhodanhimine. 171 


von Verunreinigungen. In Natriumbicarbonat war es_ nicht 
léslich. Die Analyse ergab nur einen geringen Chlorgehalt: 


0,1467¢ Subst. (i. V.) gab. 0,0016g AgCl, 0,0180g Fe,O, u. 0,0493 g BaSO, 
= 0,279/, Cl — 8,58°/, Fe 4,62°/, S. 


B. LaBt man bei der Umscheidung das echte «-Rhodan- 
himin lingere Zeit in der Pyridin-Chloroformlésung stehen, 
so kommt beim nachtraglichen HingieBen in KEisessig das 
Rhodanhimin in prachtigen Krystallen heraus, der Typus hat 
sich aber geiindert. Dieses Verhalten wurde bei allen drei 
Priiparaten festgestellt. 

1. 1,5g des stark mit KiweiB verunreinigten Rohhaimins A 1 
wurden in einem Gemisch von 4 ccm Pyridin und 8 ccm Chloro- 
form gelést und die Lésung 1!/, Stunden auf der Maschine 
geschiittelt. Der Farbstoff hatte sich mit karminroter Farbe 
selist, wahrend ziemlich viel EKiweiB zuriickblieb. Nach zwei- 
tigigem Stehen wurde filtriert und das Filtrat in 140 ccm Eis- 
essig, der mit Rhodanammonium gesiattigt war und 10 ccm 
2° ige Rhodanwasserstoffsiiure enthielt, bei 95—100° tropfen- 
weise eingetragen. Nach einem 'l'lage hatten sich an den 
Wandungen des Becherglases tiefblau schillernde Krystalle 
abgeschieden, die in iiblicher Weise isoliert wurden. Aus- 
beute 0,9 g. Das Praparat krystallisierte in sechsseitigen 
Blittchen wie das rohe Himin, das Pulver ist tiefblau gefarbt. 
Dieses umgeschiedene Himin léste sich in Pyridin, Anilin, 
Benzonitril, ferner in 5°/,iger Bicarbonatlésung und in mit 
verdiinnter Schwefelsiiure angesiiuertem Methylalkohol, wihrend 
es in Methylalkohol allein weder bei Zimmertemperatur noch 
in der Warme léslich war. Das Himin ist also als die Pseudo- 
‘orm des #-Typus anzusprechen und unterscheidet sich denn 
auch vom echten «-Himin durch den Grad der Methylierbar- 
keit und die héhere Leitfahigkeit. Die Analyse ergab, daB 
der geringe Chlorgehalt des rohen Hamins unberiihrt ge- 
bheben ist. 

0,1197 g Subst. gaben 0,0024 g AgCl, 0,0137 g Fe,O, und 0,0368 g BaSO, 
= 0,499/, Cl 8,09/, Fe 4,21°/,. 


«¢) Zur Bestimmung der Leitfahigkeit wurden 0,05 g in 
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20 ccm Benzonitril gelést, was glatt vonstatten ging. Die 
Farbe der Lésung war dunkelrot. 
c = 0,35616. T= 25°. 





— 











Verdiinnung 1: 400 1: 800 1: 1600 1 : 3200 
sofort 3,307-10—5 | 2,415-1075 | 1,562-1075 | 1,026. 10- 
nach 3 Stdn.] 3,396 2,799 1,655 1,008 
. OE 8,534 2,813 1,721 1,034 
a 3,551 2,850 1,776 1,065 
ae 3,548 2,988 1,794 1,147 














8) Die Kinwirkung von Diazomethan wurde mit 0,0875 ¢ 
des Himins, in 40 ccm Chloroform suspendiert, durchgefiihrt. 
Beim Zutropfen der aus 0,4 ccm Nitrosomethylurethan ent- 
wickelten Diazomethanmenge trat unter lebhafter Gasentwick- 
lung vollkommene Lésung ein, die Farbe desselben nahm einen 
gelbgrimen Ton an. Nach vierstiindigem Stehen wurde noch 
4 Stunden geschiittelt, dann wurde filtriert, wobei kein wiig- 
barer Riickstand blieb und das Filtrat zur Trockne verdamptt. 
Der blauschwarze Riickstand erschien nicht krystallisiert und 
léste sich auch in warmer Soda nicht mehr. Er _ enthielt 
2,86°/, CH, (8,02 mg [110°]:0,00361 AgJ). Es ist also das 
eine Carboxyl vollstaéndig, das andere teilweise methylier‘ 
worden. Zur Bestimmung der Leitfahigkeit wurden 0,0188 ¢ 
in 7,5 ccm Benzonitril zu lésen versucht, wobei aber 0,0074 g 
ungelést zuriickblieben. c = 0,42346. 7Z'’= 25° Die Leit- 
fahigkeit des Benzonitrils 7,8-10~" ist abgezogen worden. 











Verdiinnung | 1: 658 | 1: 1316 | 1; 2632 


sofort | 3,62-107-6 | 2,14-1078 | 1,27-1078 

B. 2. Bei der Umscheidung des aus Kalbsblut her- 
gestellten «-Rhodanhimuins blieb letzteres (0,5 g) nur 2 Stunden 
in der Pyridin-Chloroformlésung (4:10 ccm). Dann wurde von 
den geringen ungelést gebliebenen EKiweiBpartikeln filtriert und 
das karminrot gefirbte Filtrat sofort tropfenweise in 60 ccm 
Eisessig bei 95—100° eingetragen, der 1,25 ccm 5°/,ige Rhodan- 
wasserstoffsiure enthielt. Sofort nach dem Eintragen trat 
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Krystallisation ein, doch wurde die Abscheidung erst nach 
9 Tagen filtriert, ausgewaschen und im Vakuum getrocknet. 
Die Ausbeute betrug 0,4 g. Das in Prismen und Wiirfeln 
krystallisierte Praparat stellt ein tiefblaues Pulver vor, das 
sich leicht in 5°/, iger Bicarbonatlésung auflést, auch in Pyri- 
din, Anilin, Benzonitril, Aceton ist es léslich, dagegen unléslich 
in Methylalkohol; auch nach dem Zusatz von etwas verdiinnter 
Schwefelsiure list sich nur wenig. Nach diesem Verhalten zu 
schlieBen liegt hier das echte #-Hamin vor, dem nur wenig 
Pseudoform beigemengt ist, zum Unterschied gegeniiber dem 
Priparat B 1. Da bei der Herstellung des letzteren das Himin 
viel linger mit dem Pyridin in Berihrung blieb, diirfte die 
Umwandlung der a@-Form stufenweise erfolgen in der Weise, 
daB sich aus dem a- der f-Typus und dann die Pseudoform 
des letzteren herausbildet. DaB zwischen letzterem ein Unter- 
schied besteht, zeigte die geringere Leitfahigkeit eines Praparats 
B 3, das aus A 3 auf dieselbe Weise durch Umscheidung erhalten 
wurde wie bei B 2 beschrieben worden ist. Es krystallisierte 
in schén ausgebildeten Wiirfeln neben wenigen kleinen Nadeln. 

0,025 g von B3 wurden in 4 ccm Benzonitril bei Zimmer- 
temperatur gelést, was ohne Riickstand erfolgte. c = 0,42346. 
Y= 25°. Leitfihigkeit des Benzonitrils 7,8-10—7. 








Verdiinnung 1: 160 | 1: 320 | . 1: 640 | 1: 1280 














sofort | 1,572- 107° | 1,212-107° | 0,873+10~° | 0,645-10~5 

A. 4, Ein viertes Priparat, das wohl als a-Rhodanhimin 
angesprochen werden kann, aber einstweilen noch nicht naher 
untersucht worden ist, wurde durch Extraktion der 3/, Liter 
Mischblut von Kiihen entsprechenden Menge eines koagulierten 
Blutkuchens mit 300 ccm Aceton und 10 ccm 5,14 °/, iger 
Rhodanwasserstoffsiiure erhalten. Der 250 ccm betragende 
Extrakt, prichtig weinrot gefarbt, wurde zwei Stunden am 
RiickfluBkiihler gekocht, ohne daB eine Abscheidung von 
Himin stattfand. Eine solche stellte sich erst ein, nachdem 
fast die Halfte des Acetons abdestilliert worden war. Sie be- 
trug aber nur 0,28 g, krystallisierte in Nadeln und wetzstein- 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIX. 12 
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férmigen Gebilden und war noch mit Eiwei8 verunreinigt, 
Der Versuch erweist immerhin die Méglichkeit, unter Aus- 
schlu8 von Schwefelsiure zu einem Rhodanhimin zu gelangen. 


0,2872 g Subst. (i. V.) gab, 0,0145 g AgCl, 0,0328 g Fe,O ,u. 0,0656 ¢ BaSO, 
= 1,229/,Cl 7,99°/, Fe 3,18°/, S, 


II. £-Rhodanhamin. 


A. Nach der Methode von Moérner mit Hilfe von 
Methylalkohol. 


1. Priparat, hergestellt aus einem Liter Blut eines 
2jahrigen Stiers. Der siedende Extrakt wurde mit 10g Rhodan. 
ammonium versetzt und dann sofort gekiihlt. Nach 24 Stunden 
wurde das ausgeschiedene Himin gesammelt. Das Gewiclit 
des mit Ather extrahierten Priparats betrug 3,9 g. Es erwies 
sich in schénen, auBerordentlich kleinen Nidelchen krystalli- 
siert, die durchweg einzeln auftreten, nie durchwachsen oder 
zu Drusen vereinigt, in heiBer 5°/,iger Soda trat Lésung ein, 
in angesiuertem Alkohol war es nicht léslich, leicht léslich 
in Aceton und Pyridin. Nach der Analyse zu urteilen war 
es ziemlich rein, namentlich war kein Chlor nachweisbar. 

0,2067 g Subst. (i. V.) gaben 0,0677 g BaSO,, kein AgCl (Carius) = 

4,5, S. 

Ferner erschien das Praparat monomethyliert [2,32 °/, CH,; 
6,035 mg Subst. (i. V.): 2,193 g AgJ), doch konnte durch Chloro- 
form eine Trennung in einen leichtléslichen Teil (Aa), einen 
schwerléslichen (Ab) und einen unldéslichen Teil B erreicht 
werden. Letzterer war am betrachtlichsten (etwa 60°/,) und 
enthielt 1,7°/, CH,', Ab (18°/,): 2,23°/, CH,, Aa (etwa 13°/,): 
4,62°/, CHsg. 

Aa 2,993 mg Subst. (i. V.): 2,888 AgJ. Ab 5,708 mg Subst: 

1,990 AgJ. B 5,131 g Subst.: 1,751 mg AgJ. 


B war dann schon in kalter Soda léslich, Ab erst beim 
Erwirmen und Aa auch in der Hitze nur in Spuren lislich. 

Die in Chloroform léslichen Teile kamen aus diesem 
Lésungsmittel nur undeutlich krystallisiert heraus, besser aus 
Methylathylketon. 
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2. Priparat, hergestellt aus dem Coagulum von 3 Litern 
Mischblut von Kiihen; der siedende EXxtrakt wurde nach dem 
Zusatz des Rhodanammoniums noch '/, Stunde im Kochen 
erhalten. Die Krystallisation des Hiamins begann ,rasch, 
Krystallform und Léslichkeit des Himins glich der des 
1. Priparats. Ausbeute 2,4 g pro Liter Blut. 
Nach der Behandlung mit Chloroform lagen vor: 
Teil Aa 0,6 g (8,7°/,) mit 4°/, CH,, undeutlich krystallisierend 
(5,141 mg: 3,271 Ag). 

Teil Ab 3,0 g (43,5°/,) mit 2°/, CH,, in Nidelchen krystallisierend 
(8,163 mg: 3,404 AgJ). 

Teil B 3,2 g (46,4°/,) mit 1,6°/, CH,;, in Nidelchen krystallisierend 
(7,771 mg: 1,920 AgJ). 
3. Praiparat, aus dem 2 Monate aufbewahrtem Coagulum 
desselben Blutes wie bei Praiparat 2. Ausbeute 10,8 g Roh- 
himin aus 4 Liter Blut. 
Teil Aa 1,5 g (14,7°/,) mit 4,1°/, CH,, nicht krystallisiert 
(7,553 mg: 4,885 AgJ). 

Teil Ab 4,0 g (39,2°/,) mit 2,1°/, CH,, nicht krystallisiert 
(8,209 mg: 2,695 AgJ). 

Teil B 4,5 g (44,1°/,) mit 1,5°/, CH,, undeutlich krystallisiert 
(5,125 mg: 1,194 AgJ). 

4, Praiparat, aus 3 Litern frischem Blut eines 6 jahrigen 
Ochsen. Zur Fallung des Extrakts wurden hier 120 ccm einer 


5°/,igen Rhodanwasserstoffsiure zugesetzt, worauf noch eine 





') Interessant ist der Vergleich der Ausbeuten an den verschie- 
denen Fraktionen bei Verwendung verschiedener Siiuren. Das zur Her- 
stellung von Priiparat 2 und 3 verwendete Coagulum wurde auch zur 
Herstellung eines Chlor-Himins beniitzt. Hier ergab die Auftrennung 
durch Chloroform folgendes: 

Teil Aa 1,0 g (2,88 °/,) mit 3,7°/, CH,;, in Nadelchen krystallisiert 
(0,2298 g: 0,1372 AgJ). 

Teil Ab 28,9 g (83,3 °/,) mit 2,15°/, CH,, undeutlich krystallisiert 
(0,1962 g: 0,0658 AgJ). 

Teil B 4,7 g (13,5°/,) mit 1,86°/, CH,, undeutlich krystallisiert 
(0,2412 g: 0,0702 AgJ). 

Unter dem Einflu8 der Salzsiiure ist also die Monomethylierung 
vollstindiger geworden, die Methylierung des 2’ Carboxyls trat in unter- 


geordnetem Umfange ein. 
12* 
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Stunde am Riickflubkihler gekocht wurde. Ausbeute 9,1 g¢, 
in Nidelchen krystallisiert. 
Teil Aa 0,8 ¢ (9°/,) mit 4,03°/, CH,, in Niadelchen krystallisiert 
(8,216 mg: 5,177 AgJ). 

Teil Ab 6,9 g (77,59/,) mit 2,11°/, CH,, in Nadelchen krystallisiert 
(5,927 mg: 1,955 AgJ). 

Teil B- 1,1 g (12,36°/)) mit 1,35°/, CH,, in Nidelchen krystallisiert 
(4,853 mg: 1,024 AgJ). 

5. Priparat, aus 3 Liter Blut einer 2jéhrigen Kuh. Das 
Blutkuchenmehl (1230 g) wurde zur Entfernung der Chloride 
sechsmal mit je 4 Litern heiBen Wassers ausgewaschen. Die 
Fallung erfolgte in zwei Portionen, bei der einen wurde nur 
80 ccm 5°/,ige Rhodanwasserstoffsiure, bei der zweiten 90 ccm 
5°/,ige Siure, die mit Rhodanammonium gesiittigt waren, zu- 
gefiigt. Das Himin fiel in beiden Fallen 5 Minuten nach Zu- 
gabe der Siéiure als braunroter Niederschlag aus und _ hatte 
sich nach 2 Stunden abgesetzt. Das Filtrat war nur noch 
hellrot gefarbt. Nach Abdestillation der Hialfte des Methyl- 
alkohols fiel kein Himin mehr aus, wohl aber eine grofe 
Menge von Cholesterin.1) Die Ausbeute an mit Athce extra- 
hiertem Himin betrug 3,9 g i. D.”) Es war loéslich in Chloro- 
form, Pyridin, Anilin, Benzonitril, Aceton und in warmem 
Kisessig, ein wenig auch in angesdiuertem Methylalkohol, in 
reinem dagegen nicht. Bemerkenswert ist die vollstindige 
Léslichkeit in Chloroform im Gegensatz zu den Priparaten 1 
bis 4 und doch enthielt es nur 2,5°/, CH,. Es handelte sich 
also um ein in der Hauptsache echtes §-Monomethyl-rhodan- 
himin, das sich dann auch in heiBer Soda allmihlich léste. 
Chlorhaltig war es nicht. 

4,9 mg Substanz (110°) gaben 1,935 mg AgJ. 

0,1953 g Substanz gaben kein AgCl, 0,0222 g Fe,O, und 0,0677 g 
BaSO, = 7,95°/, Fe und 4,7°/, S. 

Zur weiteren Reinigung wurden 0,5 g in 10 ccm Chloro- 





a 


‘) Dieselbe Beobachtung wurde bei demselben Blut bei der Ver- 
arbeitung auf (Aceton) Formyl-himin gemacht (vgl. die vorige Abhand- 
lung, S. 169). 

*) Dasselbe Blut lieferte nach Schalfejeff verarbeitet ebenfalle 
3,9 g pro Liter. 
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form gelést, die tiefdunkelrote Lésung von Spuren Eiwei8 
durch Filtration getrennt und der Farbstoff mit 90°/,igem 
Methylalkohol gefallt. 

0,1012 g Substanz (110°) gaben 0,2321 g CO,, 0,0459 g H,O, 


0,0123 g Fe,Os. 
10,9 mg Substanz gaben 1,06 ecm bei 20° und 730 mm B. 


Ber. 62,78°/,C 4,98°/, H 10,18°/,N 8,11°/,Fe 4,669/,S 2,18°/, CH, 
Gef. 62,57 5,07 10,88 8,5 4,7 2,52. 


Nach dem Lisen von 0,138 g in 20 ccm Anilin und 
4stiindigem Schiitteln der dunkelroten Lésung wurde der 
Farbstoff durch verdiinnte Salpetersiiure gefallt. Im Filtrat 
erzeugte Silbernitrat eine Fallung von 0,0117 g AgSCN. Ks 
war also nur etwas mehr als ein Drittel (2,96°/,) des Gesamt- 
rhodangehalts abgespalten worden. 

Zur Bestimmung der Leitfabigkeit wurden 0,05 g in 
20ccm Benzonitril gelést. Die Lésung hatte dunkelrote Farbe 
und hinterlieB beim Filtrieren keinen Riickstand. 


e = 0,35616. T = 25°. Leitfaihigkeit des Benzonitrils 0,78-10—°. 




















Verdiinnung 1:400 1:800 1: 1600 1:3200 
sofort 6,39-10-5 | 6,09-10-5 | 5,6-1075 4,94-1075 
nach 3 Stunden 7,16 6,74 4,9 5,73 
4, 8,07 7,45 6,22 6,82 
i tee 8,7 8,08 6,44 9,10 
100 . 9,73 8,87 7,35 8,62 





II. B. Rhodanhamin nach der Methode von Zaleski. 


a) Der nach Mérners Vorschrift bereitete und dann 
durch mehrmaliges Auskochen mit 1°/,iger Natriumsulfat- 
lésung méglichst von Cl’ befreite Blutkuchen wird mit reinem 
Aceton und 50°/,iger Schwefelsiure extrahiert; 80 °/, iges 
Aceton entzieht den Farbstoff nicht vollstindig genug. Man 
arbeitet zweckmaBig in der Weise, daB das 5 Litern Blut 
entsprechende scharf abgepreBte und dann fein gemahlene, in 
Porzellanschalen auf dem Wasserbade solange erwirmte 
Coagulum, bis sich das Pulver vollkommen trocken anfihlt, 
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zunachst mit 3 Litern Aceton unter Zusatz von 150 cey 
Schwefelsiure erschépft wird, worauf man eine zweite Extraktion 
mit 1500 ccm Aceton und 75 ccm Schwefelsiure folgen lift. 
Die vereinigten, auf 50° erwairmten Filtrate und PreBsiifte 
werden mit 50 g Rhodanammonium versetzt und unter Ab- 
destillation von 2 Litern Aceton 2 Stunden lang gekocht, worau{ 
in Bechergliser eingegossen wird. Die nach 48 Stunden meist 
am Boden abgesetzten Krystalle werden auf einem Filter ge- 
sammelt, zuerst mit reinem, Rhodanammonium haltenden 
50°/,igen Aceton von der Mutterlauge befreit, dann im Vakuum 
getrocknet und endlich durch Auswaschen mit Wasser SO,” 
und SCN’ frei gemacht. Die Ausbeute betriigt gewoéhnlich 
nur etwa 2,2 g pro Liter Blut, die Verunreinigung durch 
KiweiB ist nur dann betrichtlich, wenn der Blutkuchen vor 
der Verarbeitung lange gelagert hatte. Es hat den Anschein, 
als ob hierbei eine Verainderung des Globins eintritt, die zur 
Folge hat, daB es sich in Aceton leichter lést als im frischen 
Zustande. Das schénste Priparat wurde bei der Verarbeitung 
von 1'/, Liter frischem Blut, das von alten Kihen stammte, 
unter Verwendung von 20 ccm 5,14°/,iger Rhodanwasserstofi- 
siure erhalten. Beim Zusatz der letzteren zur erwirmten 
Farbstofflésung in Aceton und 50°/,iger Schwefelsiure schiumt 
diese stark auf, ihr Farbton schlagt sofort aus Braunrot in ein 
schénes Weinrot um. Auch hier wurden 250 ccm Aceton von 
den 1350 ccm zur Extraktion benutzten abdestilliert. Die Aus- 
beute betrug nur 1,8 g, die Krystalle waren aber so groB, dab 
sie iiber das Gesichtsfeld des Mikroskops bei mittlerer Ver- 
gréBerung hinausreichten. Zur Umscheidung des Rohhimius 
wurde je 1 g in einer Mischung von 30 ccm Aceton und 
7,5 ccm Pyridin gelést, die filtrierte, prichtig bordeauxrote 
Lésung im Sieden mit 25 ccm heiBem, mit Rhodanammonium 
gesittigten Aceton tropfenweise versetzt, so daB sie dauernd im 
Sieden blieb, und dann bei Zimmertemperatur einen Tag sich 
selbst iiberlassen. Dann haben sich so reichlich Krystalle gebildet, 
daB die ganze Masse erstarrt erscheint. Sie werden abgesaugt, 
durch mit Rhodanammonium gesittigtes Aceton von der 
Mutterlauge befreit und nach dem Trocknen im Vakuum iiber 
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Schwetelsaure Pyridin- und CNS frei gewaschen, worauf wieder 
im Vakuum getrocknet wird. Ausbeute 0,75 g aus 1 g Rob- 
hamin. 

Das Aceton-Rhodanhimin bildet tiefblauschwarze, metal- 
lisch glinzende Prismen von 1—2,5 mm Linge und 0,25 bis 
0.9mm Dm., die haufig zu prachtigen Drusen verwachsen 
sind. Bei einigen Darstellungen wurden auch wiirfelférmige 
Krystalle erhalten. Es ist unléslich in Ather und Alkohol, 
auch in angesauerten, nach 6 Monaten wurde aber hier geringe 
Léslichkeit festgestellt. In Aceton und Methylalkohol lést 
es sich etwas besser. 5°/,ige Natriumbicarbonatlésung nimmt 
es bei Zimmertemperatur langsam auf zum Unterschied gegen- 
iiber dem a-(Chlor)himin und auch gegeniiber den Priparaten 
von «-Rhodan-Himin, die mit Hilfe von Eisessig gewonnen 
worden waren. 

0,1428 g Substanz (110°) gaben 0,3250 g CO,, 0,0609 g H,O und 


0,0167 g Fe,O,. 
0,1632 g Substanz gaben 0,3700 g CO,, 0,0720 g H,O. 


0,1976 g - » 18,3 ecm N bei 24° und 751 mm B. 
01118g _,, , 102cemN ,, 21° ,, 749mm B. 
0,2160 g = »  0,0747 g BaSO, und 0,0262 ¢ Fe,0,, kein 
AgCl (C arius). 
C,,H;,0,N,FeSCN. 
Ber. 62,31°/, C 4,78°/, H 10,39°/, N  8,28°/, Fe 4,75°/, S 
Gef. 62,09 4,77 10,22 8,18 4,74 
61,83 4.94 10,18 8,18 


Das Aceton-(Rhodan)-Himin zeigt auch im Verhalten 
gegeniiber Alkalien Abweichungen gegeniiber den Chlor- und 
Bromhiiminen. Die letzteren geben ja auch unter einmaliger 
Kinwirkung von Soda ihr Halogen nicht ganz vollstindig ab, 
nur bei Bromhaiminen ist das schon beobachtet worden, 
Pyridin pflegt aber das Halogen meist sofort zu eliminieren. 
Das Rhodanhimin wiedersteht der Einwirkung sogar des 
Pyridins viel langer, nahert sich also in seinem Gefiige dem 
eines inneren Salzes, wie wir es im Formyl(hydroxy)hamin nach 
Partos hergestellt, kennen gelernt haben.’) 





) Diese Zs. Bd. 119, 8. 98 (1922). 
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a) 0,6720 g rohes Aceton-(Rhodan)-Himin wurden mit 
60 ccm 5°/,iger Sodalésung bei 18° 6 Stunden auf der Maschine 
geschiittelt, die entstandene Lésung wurde filtriert, das Filter 
nachgewaschen. Ks verbleiben hier nur unwesentliche Mengen 
von Verunreinigungen. Das Filtrat wird mit Essigsiure an- 
gesiiuert, das hierdurch gefallte Himatin abfiltriert und aus- 
gewaschen. Das Filtrat mit einigen Tropfen reiner Salpeter- 
siure versetzt, lieferte beim Fallen mit Silbernitrat 0,0593 ¢ 
AgSCN = 3,14°/, HSCN. Da somit nur etwas mehr als ein 
Drittel des Rhodanrestes abgespalten worden war, wurde das 
angefallene ,,Hiaimatin® 2 Stunden mit 60 ccm 5°/,iger Soda- 
lésung gekocht und dies Verfahren noch ein drittes und viertes 
Mal wiederholt. Hierdurch wurden noch 1,17, 0,95 und 0,35°,, 
HSCN abgespalten (gewogen: 0,220, 0,180 und 0,0067 g AgSCN), 
zusammen als 5,61°/, HSCN. Eine Schwefelbestimmung nach 
Carius im restierenden Himatin ergab endlich 0,0720 g 
BaSO, = 2,91°/, HSCN. Kin volles Drittel des Rhodanrestes 
war also durch die viermalige Behandlung mit der Sodalésung 
nicht herausgenommen worden. 

8) Ebenso unvollstiandig blieb die Herausnahme des Rhodan- 
restes bei Verwendung von Natronlauge. 0,3677 g Rhodan- 
hamin wurden mit 30ccm 1°/,iger Natronlauge 4 Stunden ge- 
schiittelt, die Lésung kurz aufgekocht und filtriert. Im Filtrat 
fanden sich 5,61°/, HSCN (gewogen 0,0579 g AgSCN). Die 
Schwefelbestimmung im angefallenen Himatin ergab 2,85 °/, 
HSCN (gewogen 0,0414 g BaSQ,). 

vy) Durch Pyridin wird die Abspaltung des Rhodanrestes 
noch weniger vollstindig. Bei folgender Versuchsanordnung 
wurde nur etwa '/, des Rhodangehaltes eliminiert. 0,2103 g 
Rhodanhiimin wurden mit 20 ccm Pyridin 2 Stunden geschiittelt, 
die Lésung durch ein Kreppfilter in 200 ccm Wasser filtriert 
und die kolloide Lésung mit Salpetersiure angesiuert. Dabei 
fiel nicht der gesamte Farbstoff aus, der durch Silbernitrat 
erhaltene Niederschlag riB infolgedessen etwas Farbstoff mit 
nieder, konnte jedoch durch Behandeln mit 1°/, iger Natronlauge 
davon befreit werden. Er wog 0,0723 g, was 1,22°/, HSCN 
entspricht. Der ausgefallene Farbstoff war nicht krystallisiert 
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gu gewinnen, obwohl er noch zu °/, aus Rhodanhimin be- 
stehen muBte. 

Die Bestimmung des Rhodanrestes ist nach diesen Ver- 
suchen nicht durch Abspaltung mittels Alkalien zu ermdg- 
lichen. Sie kann nur durch Bestimmung des Schwefelgehaltes 
nach Carius ausgefiihrt werden, wobei zu beachten ist, dab 
die Réhren nur auf 130° erhitzt werden, damit sich nicht 
Hisenoxyd an den Wandungen absetzt, die angegebene Tempe- 
ratur aber lingere Zeit (10 Stunden) eingehalten werden muB, 
damit sich aller Schwefel oxydiert. Endlich muB mit der 
Bildung von Ferrischwefelsiiure gerechnet, diese also durch 
Abdampfen zerstért werden. 

Kinwirkung von Diazomethan auf Aceton (Rhodan)himin. 

In die Suspension von 0,75 g des Hamins in 150 ccm 
Aceton — ein kleiner Teil des Himins war in Lésung ge- 
gangen — wurde das aus 1,75 ccm Nitrosomethylurethan ent- 
wickelte Diazomethan eingeleitet, das sind etwa 4 Molekiile 
auf eine Himinmolekel. Dabei wurde ein Farbenumschlag 
von braunrot nach gelbbraun beobachtet, geringe Stickstoff- 
entwicklung stellte sich erst beim Schiitteln ein, das einen 
Tag lang fortgesetzt wurde. Der unléslich gebliebene Teil 
des Himins wurde nun abfiltriert, aus dem Filtrat wurden 
0,1 g eines Stoffes gewonnen, der in kriftigen, beiderseits 
stumpf zugespitzten Prismen krystallisierte und gegen 5°/,ige 
Sodalésung auch beim Erhitzen bestiindig war. Er erwies 
sich als dimethyliert. 

0,0946 g Substanz (i. V.) gaben 0,0621 g AgJ. 

C,,H,,0,N,Fe(SCN) Ber. 4,28 °/, CH, Gef. 4,18 °/, CH, 

Der in Aceton ungelést gebliebene Teil stellte haupt- 
sichlich wiirfelihnliche Krystalle dar und léste sich merk- 
wiirdigerweise bereits in 5°/,iger Soda bei Zimmertemperatur, 
obgleich er monomethyliert war, wie die Analyse ergab. 

0,1066 g Substanzen (i. V.) gaben 0,0331 g Agu. 

C,5H;,,0,N,Fe(SCN) Ber. 2,18°/, CH, Gef. 1,99°/, CHg. 

Zur Bestimmung der Leitfihigkeit wurde ein umgeschie- 
denes, analysenreines Praiparat verwendet. Die Leitfihigkeit 
des Benzonitrils wurde vernachlissigt. 














182 William Kister, 


e = 0,3556. 7 = 25%. 








Verdiinnung 1:400 1:800 1:1600 1:3200 
sofort 6,46-10~8 8,1-1076 8,5+10~6 7,0-10-8 
nach 4 Stunden 6,83 8,12 8,93 1,57 
200 =, 7,57 8,61 9,05 7,37 
oe 7,96 8,66 9,46 7,29 
5, 90 . 8,34 9,64 9,67 7,33 














Il B. b) Die Pseudoform des f-(Aceton)-Rhodanhimins wurde 
bei der Verarbeitung des méglichst chlorfrei gewaschenen 
Coagulums aus 7 Liter Blut eines Gemisches, das von zwei 
alten Kiithen stammte, erhalten. 2660 ¢ wurden mit 4200 ccm 
Aceton und 112 ccm 50°/,iger Schwefelsiure extrahiert. 
Extrakt und PreBsaft waren tief dunkelrot gefiirbt, der Preb- 
kuchen zeigte eine graugriine Farbe. Die vereinigten Filtrate 
wurden siedend allmahlich mit 105 ccm 5 °/, iger Rhodanwasser- 
stofisiure versetzt, die mit Rhodanammonium gesiittigt war, 
und dann noch eine halbe Stunde im Sieden erhalten. Beim 
Erkalten trat bereits nach kurzer Zeit Krystallisation ein, doch 
wurden die Krystalle erst nach zweitigigem Stehen abgesaugt, 
ausgewaschen und im Vakuum getrocknet. Nach Abdestillation 
des Acetons bis iiber die Hilfte des urspriinglichen Volumens 
tiel eine zweite und dritte Krystallisation aus, die aber nicht 
mehr so rein waren wie die erste. Die Ausbeute betrug nach 
der Extraktion mit Ather 18,7 g, also 2,6 g pro Liter Blut. 

Dieses Aceton-Rhodanhimin ist ein tiefblaues Pulver, das 
aus prachtvoll ausgebildeten Prismen besteht, die ab und zu 
dachformig zugespitzt sind. Es ist léslich in 5 °/, iger Natrium- 
bicarbonatlésung und in angesiuertem 92 °/, igem Methylalkohol, 
in Pyridin, Anilin und Benzonitril, ein wenig léslich in Chloro- 
form, Aceton und warmem Kisessig, unléslich in Methylalkohol. 
Es wies noch einen kleinen Chlorgehalt auf. 

0,3110 g Subst. gab. 0,0048 g AgCl, 0,0370 g Fe,O, u. 0,0933 g BaSO,. 

= 0,38 °/, Cl 8,35 °/, Fe 4,13°/, S 


Die Umscheidung gelang durch Auflésen von 2g in 
60 ccm Aceton und 15 ccm Pyridin, Filtration der Lésung, 
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wobei nur Spuren von HiweiB zuriickblieben, und tropfenweises 
Hintragen des Filtrats in 50 ccm siedendes Aceton, das mit 
Rhodanammonium gesittigt und mit 10 ccm 2 °/, iger Rhodan- 
wasserstoffsiure versetzt worden war. Die Krystallisation 
setzte nach sehr kurzer Zeit ein, nach 24 Stunden wurde das 
Himin dann isoliert. Ausbeute: 1,6 g. Die Krystallformen 
waren bei diesem Priparat fast noch schéner ausgebildet wie 
bei dem rohen Himin, die Léslichkeitsverhaltnisse hatten sich 
nicht geiindert. Der Chlorgehalt war zuriickgegangen. 

0,1784 g Subst. gab. 0,0014 g AgCl, 0,0211 g Fe,O,, 0,00573 g BaSQ,. 

= 0,19, Cl 8,27, Fe 4,39°/, S 

Villige Herausnahme des Chlors gelang dann durch Aus- 
schiitteln mit 0,05 °/,iger Lésung von sekundirem Natrium- 
phosphat. 

1,122 g des Hiimins wurden 4 Stunden lang bei Zimmer- 
temperatur mit 50 ccm der Salzlisung geschiittelt, dann wurde 
filtriert. Das Filtrat war nur schwach gelblich gefirbt und 
gab nach dem Ansiiuern mit Salpetersiiure und Zusatz von 
Silbernitrat 0,056 g AgCl = 0,12°/, Chlor. Die Ausschiittelung 
wurde dann noch zweimal wiederholt, worauf das Himin erneut 
umgeschieden wurde. Nach der Analyse zu urteilen war das- 
selbe nunmehr rein. In der Krystallform sowie in den Léslich- 
keitsverhiltnissen war eine Anderung nicht eingetreten. 

6,2 mg Substanz (110°) gaben 0,0140 g CO, und 0,00256 g H,0. 

8,2 mg - (110°) ,, 0,01869g CO,, 0,0034 g H,O und 
0,000974 g Fe,O,. 

12,45 mg Substanz (110°) gaben 11,9 cem N bei 19° C. u. 750 mm B. 

0,1343¢ ,, (110°) ,, 0,0164 mg Fe,0, u. 0,0475 mg BaSQ,, 
kein AgCl. 

C,,H,,0,N,Fe- SON 
Ber. 62,29°/, C 4,78°%, H 10,39°%/, N 828°, Fe 4,75°% 8 
Gef. 61,58 ,, 4,62 , 1057 ,, 831 4 
62,18 ,, 4,64 at , e 

0,5 g des umgeschiedenen #-Rhodanhimins wurden in 5 ccm 
getrocknetem Aceton suspendiert und das aus 2 ccm Nitroso- 
methylurethan entwickelte Diazomethan in die Suspension ein- 
geleitet. Hierbei ging Farbstoff reichlich in Lésung; nach 
4stiindigem Stehen wurde noch 4 Stunden geschiittelt, dann 

















184 William Kiister, 


wurde abfiltriert. Gelést hatten sich 0,09 g, die nach dem 
Abdestillieren des Acetons undeutlich krystallisiert zuriick- 
blieben. 


8,67 mg Substanz (110°) gaben 0,00398 g AgJ = 3,07°/, CHy. 


Der unlésliche Teil war nur wenig veriindert worden. 

Zur Bestimmung der Leitfihigkeit wurden 0,05 g 8-Rhodan- 
himin in 20 ccm Benzonitril gelést, was ohne Riickstand 
erfolgte. 


e = 0,35616. Leitfihigkeit des Benzonitril 0,78-10—°. 











Verdiinnung 1: 400 1 : 800 1: 1600 1: 3200 

Sofort 6,48+ 10-5 7,5+10—5 71-105 5,37 +10 
nach 3Stdn. | 13,79 8,67 7,71 5,35 
ae 15,71 9,71 8,34 6,16 
oe 17,18 11,86 8,92 6,17 
16,97 14,32 8.99 6,24 














Vom methylierten Stoff wurden 0,03565 ¢ in 10 ccm 
Benzonitril zu lésen versucht, wobei aber ein Riickstand von 
0,0149 g blieb. 

c = 0,423.46. 














Verdiinnung 1: 482 1: 964 1: 1928 
sofort 5,61-10—® 3,0-10-° 1,83-10~-® 
nach 48 Stdn. 6,96 4,81 2,79 


III. Versuche mit Bromhaminen. 
(Ausgefiihrt von Dipl.-Ing. Dr. M. Schmid.) 


Zur Leitfahigkeitsbestimmung wurde ein «-Bromhiimin 
verwendet, das durch Umscheidung gereinigt worden war: 


6,545 mg Substanz (105°) gaben 14,015 mg CO,, 2,81 mg H,O und 
0,745 mg Fe,O,. 
9,915 mg Substanz (105°) gaben 2,650 mg AgBr (Carius). 


C,,H,,0,N,FeBr Ber. 58,62°/, C 4,63°/, H 8,02°/, Fe 11,48°/, Br 
Get a2 |. ae. ell, Ck 
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a) Leitfihigkeit in Pyridin, T= 25°. ¢ = 0,4769. 

















Verdiinnung 1:38388 1 : 666 1: 1332 1 : 2664 
sofort 7,11+10° 4,56+°10~° 2,49+10—5 1,50-10~5 
nach 4 Stdn. 7,30 4,45 2,45 1,47 


Nach 24 Stunden wurden die gleichen Werte erhalten. 


b) Leitfabigkeit in Benzonitril. 7’ = 25° ¢ = 0,4769.') 














Verdiinnung 1: 500 1: 1000 1: 2000 
sofort 2,62-10—° 1,41-10—° 0,73+10~° 
nach 4 Stunden 2,81 1,53 0,56 


Nach 24 Stunden wurden die gleichen Werte erhalten. 

Nachdem das Benzonitril unter verandertem Druck ab- 
destilliert worden war, verblieb ein Riickstand, der sich leicht 
wieder in Benzonitril, aber auch in Chloroform léste, wahrend 
das eingesetzte a-Bromhimin in letzterem Lésungsmittel kaum 
léslich war. Auch gelang es nicht durch Eintragen der Lésung 
in Kisessig das Haimin wieder krystallisiert zu erhalten. 

Zum Vergleich seien die von Herrn Dipl.-Ing. Dr. Geering 
ermittelten Werte fiir ein w-Chlorhimin angefihrt: 


Leitfiihigkeit in Pyridin. 7 = 25°. e¢ = 0,4236. 





Verdiinnung 1: 320 | 1: 640 | 1: 1280 | 1 : 2560 





| 3,22-10-5 | 2,26+10- | 1,69-10- | 1,14-1075 
Nach einstiindigem Stehen wurden dieselben Werte ge- 
funden. 
Kin Monomethyl(Chlor)himin, das aus dem Blut eines 
alten Ochsen gewonnen worden war”), bei Zimmertemperatur 
sich als in 5°/, igem Soda ldéslich erwies und aus Chloroform, 


1) Die durch das Benzonitril bewirkte Leitfihigkeit ist_hier nicht 
in Abzug gebracht worden. 

2?) Das Priiparat ist aus einem De(hydrochlorid)himin nach der 
Alkoholmethode dargestellt worden und dirfte der f-Reihe zuzuzihlen 
sein. Diese Zs. Bd. 109, S. 122 (1920), hier auch die Analysen. 
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wie aus heibem Kisessig in Form von feinen Nadelchen, 
Spindeln und Prismen krystallisierte, ergab folgende Werte. 


Leitfiihigkeit in Pyridin. 7’ = 25°. ¢ = 0,39335. 





Verdiinnung 





1: 320 | 1: 640 | 1: 1280 | 1 : 2560 
| 3,1-10-5 | 2,13-1075 | 1,05-10-5 | 0,84+10° 


Kin Dimethyl(Chlor)himin’), aus demselben Blut gewonnen: 





Verdiinnung | 1: 320 | 1: 640 | 1: 1280 


| 2,4-10-9 | 1,7-10-5 | 0,03- 10-5 








Ferner wurde noch von Herrn M. Schmid ein in kleinen 
Nidelchen krystallisierendes #-Dimethyl(Brom)hamin untersucht.”) 


Nach der Léslichkeit in angesiiuertem Alkohol handelt es sich 
um ein Pseudohimin. 


Leitfihigkeit in Pyridin. Z'= 25°. c = 0,4599. 








Verdiinnung 





1: 333 | 1: 666 | 1: 1332 | 1 : 2664 





5,76-10—° 





| 11,08-10-5 3,24+10-5 | 1,67-1075 


Leitfahigkeit in Benzonitril. 








Verdiinnung 1: 1000 | 1: 2000 





1: 250 | 1: 500 





| 7,24-10-5 | 3,92-10-° | 2,01+1075 | 1,0710~° 


Die Werte verinderten sich nach 4 Stunden nur wenig. 


Uberfiihrung eines Chlorhimins in ein Rhodanhamin. 


Zur Verwendung gelangte ein nach Zaleski-Merunowicz 
hergestelltes, d.h. aus dem mittels Acetonschwefelsdiure er- 





1) Vgl. Anm. 2 auf S. 185. 

*) Es wurde aus dem Blut einer 8 jihrigen Fuchsstute gewonneu 
und zwar nach Miérners Methode. Der unvollstindig methylierte Teil 
wurde iiber das De(hydrobromid)produkt nach der Alkoholmethode voll- 
stindig methyliert. Eine weitere Mitteilung wird demnichst erfolgen. 
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haltenen Extrakt durch Salzsiure gefilltes Chlorhamin. 
1 g desselben wurde in einem Gemisch aus 7,5 cem Pyridin 
und 15 com Aceton gelést und die filtrierte Lésung in 30 ccm 
Aceton eingetragen, das mit 10 ccm 5°/, iger Rhodanwasser- 
stoffsiure, gesaittigt mit Rhodanammonium, versetzt war. Nach 
eintigigem Stehen war der Farbstoff als braunrotes Pulver 
ausgefallen, allerdings nur undeutlich krystallisiert. Aus- 
beute 0,62 g. Die Analyse ergab, daB das Chlor fast voll- 
stindig durch den Rhodanrest verdringt worden war. Es 
handelte sich um ein Pseudohimin des 9-Typus. 

0,1468 g Subst. gab. 0,00218 g AgCl, 0,0165 g Fe,O, u. 0,0490 g BaSQ,. 

C,,H,,0,N,Fe-SCN Ber. 0,0 °/, Cl 8,28%, Fe 4,75 %, S 

Gfost . ta , 0 , 

Die Herstellung der in den vorliegenden Arbeiten be- 
schriebenen Priparate ist uns durch Mittel erméglicht worden, 
die mir die Notgemeinschaft deutscher Wissenschaft zur Ver- 
figung stellte. Ich méchte auch an dieser Stelle meinen er- 
gebensten Dank fiir die Unterstiitzung unserer Bestrebungen 
zum Ausdruck bringen. Zu groBem Dank bin ich ferner Herrn 
N. Trénsegaard-Kopenhagen verpflichtet, der uns durch eine 
hochherzige Stiftung in den Stand setzte, die Apparatur fiir 
die Leitfahigkeitsbestimmungen zu beschaffen und unsere Hin- 
richtung fiir die mikroanalytischen Bestimmungen zu vervoll- 
stiindigen. Auch ein groBer Teil der zur Herstellung der 
Himine nétigen Lésungsmittel wurde aus dieser Stiitung 
bestritten. 


Stuttgart, am 18. Mai 1923. W. Kister. 
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Zur Frage des biologischen Abbaues der Harnsiure. 


Von 
H. Steudel und 8. Izumi. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat in Berlin.) 


Der Redaktion zugegangen am 17. Mai 1923. 


Die Stellung der Harnsiiure im Getriebe des Stofiwechsels 
ist noch immer umstritten. Aus der Fiille der sich auf die 
Bildung und Ausscheidung der Harnsiure beziehenden Arbeiten 
hat sich allmahlich die Ansicht entwickelt, da8 die Harnsiure nur 
bei den Menschen und dem anthropoiden Affen ein terminales 
Produkt des Stoffwechsels sei, daB dagegen die anderen Sauger 
die Harnsiure weiter abbauen und als Allantoin ausscheiden. 
Ks sollen bei den meisten Saiugetieren 79—80°/, der im Kérper 
gebildeten Harnsiure in Allantoin verwandelt werden, wihrend 
der Mensch dieses Vermégen der Harnsaurezerstérung ver- 
loren haben soll. Die Resultate der vergleichenden Analyse 
der Harne verschiedener Siuger lassen sich in der Tat ganz 
gut auf diese Weise erklaren. Wir geben umstehend eine kurze 
Ubersicht ittber das Verhiltnis von Allantoinstickstoff zu Harn- 
siiurestickstoff im Harn verschiedener Tiere’), die geeignet ist, 
die vorliegende Frage geniigend zu illustrieren. 

Freilich stehen einer widerspruchslosen Annahme der 
obigen Hypothese manche Bedenken entgegen, auf die hier 
aber nicht weiter eingegangen werden soll. Stimmt man nun 
wenigstens der Méglichkeit zu, da8 Harnsiure im Siuger- 





1) Nach Hunter und Givens, Jl. of Biol. Chem. Bd. 18, 8S. 387, 
403 (1914). 
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Auf die Summe von Allantoin- und 
Purin-N kommen 
an Allantoin-N an Harnsiiure-N an Basen-N 

Rodentia : 

Meerschweinchen 91 6,0 3,0 

Ratte 93,7 3,7 2,7 
Ungulata: 

Schaf 64,0 | 16,0 20,0 

Liege 81,0 | 7,0 12,0 

Kuh 92,1 | 1,3 0,7 

Pferd §8,0 | 12,0 0,5 

Schwein 92,3 1,8 | 5,8 
Carnivora: | | 

Waschbir 92,6 5,4 | 2,0 

Dachs 96,9 1,9 1,2 

Hund 97,1 1,9 | 1,3 

Coyote 95,6 | 2,6 | 1,8 
Primaten : | 

Mensch 2,0 90,0 | 8.0 





organismus zu Allantoin abgebaut werden kann, so fragt es 
sich, auf welchem Wege dies geschieht. Wir sind iiber den 
chemischen Abbau der Harnséiure zu Allantoin genau orien- 
tiert: Durch die Arbeiten von H. Biltz*) haben sich unsere 
bisherigen Kenntnisse zu einem fast liickenlosen Bilde aller 
aufeinander folgenden Abstufungen geschlossen. 

Harnsiure wird in alkalischer Lésung zunichst zu Uroxan- 
siiure oxydiert, und zwar entsteht héchstwahrscheinlich zuerst 
Harnsiure-4, 5-glykol (II), aus diesem entsteht durch Austausch- 
umlagerung — je nachdem ob das in Stellung 1 oder 3 be- 
findliche Stickstoffatom des Pyrimidinringes an das zentrale 
Kohlenstoffatom nach 5 tritt — entweder spiro-Dihydantoin (IIJ) 
oder Oxy-acetylendiurein-carbonsiiure ([V). Aus diesen beiden 
Stoffen kann sich Uroxansiure (V) durch hydrolytische Auf- 
spaltung bilden. Wird die alkalische Oxydationslésung der 
Harnsiure ohne weiteres eingeengt und abgekiihlt, so krystal- 


1) Chem. Ber. Bd. 53, S. 1950, 1964, 1967 (1920). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIX. 13 
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lisiert uroxansaures Salz aus. Wird die Lisung mit Kssig. 
siure angesiuert, so scheidet sich, namentlich nach Zugahe 
von etwas Alkohol, saures oxonsaures Salz ab, indem die 
Oxyacetylendiurein-carbonsiiure bei weiterer Oxydation Koblen- 
siure und Wasser verliert (VI) und zu Oxonsiureamid (VII) 


aufgespalten werden kann. Dieses erleidet alsbald Verseifung 
zu Oxonsiure (VIII). 


Wird die mit Kssigsiiure angesiuerte Oxydationslisung 
der Harnsiure mehrere Tage stehen gelassen oder eingedampti 
und abgekiihlt, so erhilt man Allantoin (LX). 


NH—CO NH—CO NH—CO 
a | - | OC< | 
OC C—NH OC C(OH)-NH NH—C—NH 
%; i >CO ‘ | >CO | >CO 
NH—C—NH NH—C(OH)-NH OC—NH 
I Harnsiure Il Harnsiiureglykol III spiro-Dihydantoin 
COOH 
| COOH 
NH—C—NH | 
OC | >CO H,-N-CO-NH—C—NH.-CO- NH, 
NH—C—NH | 
| COOH 
OH 


V Uroxansiiure 
IV Oxyacetylen- 


diureinecarbonsiiure 


NH—C=N NH—C=N-CO-NH, 
OC< | 00 0c< 
NH—C—NH NH—CO 
- VII Oxonsiiureamid 
VI 
NH—C=N - COOH NH—CH—NH-CO-NH, 
OC< | 0c< | 
NH—CO NH—CO 
VIII Oxonsiiure IX Allantoin 
(Allantoxansiiure) 


Wir waren nun der Meinung, daB, nachdem der chemische 
Abbau der Harnsiure in seinen Kinzelheiten klargelegt worden 
ist, es auch erforderlich sei, den biologischen Abbau niiher zu 
untersuchen. Wir haben also unternommen, die Reihe der 
Abbauprodukte der Harnsiure auf ihr Verhalten zu tierischen 
Organextrakten zu priifen, von denen in erster Linie solche 
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Ausziige in Frage kommen, die Harnsiiure in Allantoin zu 
yverwandeln vermégen. Als erstes Untersuchungsobjekt haben 
wir die Uroxansiure in Form ihres Kaliumsalzes gewahlt. 

Als fermentliefernde Organe benutzten wir Rindernieren, 
die sich nach den Literaturangaben am besten dazu eignen, 
Harnsiure in Allantoin iiberzufihren. 

Ks wurden frisch aus dem Schlachthaus bezogene Rinder- 
nieren in der Fleischhackmaschine fein zerkleinert, mit etwa 
1—2 Teilen Wasser versetzt und unter Toluolzusatz 8 —4 Stunden 
auf der Maschine geschiittelt. Dann wurde die feinverteilte 
Masse etwa 12 Stunden lang sich absetzen gelassen und durch 
ein feines Tuch koliert. Die durchlaufende triibe Fliissigkeit 
wurde direkt zu den Fermentversuchen benutzt. 

Es wurde zuniichst festgestellt, daB die Ausziige wirklich 
imstande waren, aus Harnsiure Allantoin zu bilden. Nach 
dem Muster der Schittenhelmschen?) Versuche wurden z. B. 
300 cem eines solchen Nierenauszuges mit 0,360 g in 6 ccm 
Normalnatronlauge geléster Harnsiiure versetzt, dann wurde 
bei 37—38° im Wasserbade ein dauernder Luftstrom durch 
die Fliissigkeit 6 Stunden lang gesogen. Zur Kontrolle wurde 
die gleiche Menge Nierenextrakt mit 6 ccm Normalnatronlauge 
versetzt und ebenso behandelt wie der Hauptversuch. 

Nach dem Kriigerschen Verfahren aufgearbeitet, wurden 
im Hauptversuch 0,008 g Harnsiure wiedergefunden, der 
Kontrollversuch enthielt natiirlich keine wagbaren Mengen 
Harnsiiure. 

Wir haben ferner die mit Harnsiure versetzten Ferment- 
lésungen nach der Behandlung im Wasserbade auf eine ver- 
mehrte Bildung von Harnstoff untersucht. Sie wurden bei 
schwach essigsaurer Reaktion koaguliert, das Koagulum nach 
der Filtration noch einmal mit Wasser ausgekocht und die 
vereinten Filtrate auf dem Wasserbade bei niederer Tempe- 
ratur im Vakuum bis auf 50 ccm eingeengt. Dann wurden 
sie mit 400 cem Alkohol-Athermischung (2:1) versetzt, nach 





!) Diese Zs. Bd. 42, S. 251 (1904); Bd. 43, S. 228 (1904); Bd. 45, 
S. 121 (1905); Bd. 46, 8. 354 (1905). 
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24stiindigem Stehen filtriert, der Niederschlag mehrfach aus. 
gewaschen und das Filtrat bei einer 55° nicht tibersteigende 
Temperatur auf etwa 20ccm eingedampft. Da spontan nichts 
krystallisierte, wurde zum diinnen Sirup eingeengt, der Riick. 
stand mit wenig Alkohol aufgenommen, vom Ungelésten zentri- 
fugiert und die klare Lésung mit einer gesittigten atherischen 
Oxalsiiurelésung versetzt. Es konnte aber in mehrfach wieder. 
holten Versuchen eine Krystallisation von oxalsaurem Harn- 
stoff aus den Fermentlésungen, denen Harnsiure zugesetzt 
war, nicht erzielt werden. 

Dagegen gelang es leicht, tibereinstimmend mit den An- 
gaben von Wiechowski!), aus den Ausziigen, die auf Harn- 
siure eingewirkt hatten, Allantoin darzustellen. Es wurde 
z. B. die Fliissigkeit eines solchen Versuchs, in dem immer 
die gleichen Mengen zur Verwendung kamen wie in dem 
anfangs beschriebenen Versuche, durch Kochen und Filtrieren 
von den koagulablen Kiwei8kérpern befreit und bei niederer 
Temperatur bis auf etwa 20 ccm eingeengt. Dann wurde mit 
Alkohol extrahiert, vom Riickstande abfiltriert und das Filtrat 
vorsichtig eingeengt. Ks trat dann bald eine reichliche Kry- 
stallisation prismatischer Nadeln auf, die nach lingerem Stehen 
abgesaugt und einmal aus Wasser umkrystallisiert wurden. 
Ks kamen farblose Prismen mit einem Schmelzpunkt von 
232° (unkorr.) und einem Stickstoffgehalt von 35,58°/. 

3,35 mg sittigen 5,975 cem 1/70 n-Natronlauge = 35,67°/, \ 

(Kjeldahl). 
4,96 mg sittigen 8,800 cem 1/70 n-Natronlauge = 35,48°/, N 
(Kjeldahl). 

Berechnet fiir Allantoin 35,44°/, N. Schmelzp. = 231°. 

Zweifellos war also der nach unserem Verfahren ge- 
wonnene Rindernierenauszug imstande, aus Harnsiure Allantoin 
zu bilden. In den Kontrollproben ohne Harnsaéurezusatz haben 
wir niemals Allantoin gefunden. 

Wir gingen nunmehr dazu iiber, das Verhalten des uroxan- 
sauren Kaliums zu unserem Rindernierenauszug zu _priifen. 


) Beitrige zur chemischen Physiol. u. Pathol. Bd. 9, S. 247 (1907); 
kd. 11, S. 109 (1908). 
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Das uroxansaure Kalium hatten wir uns nach der Vorschrift 
yon H. Biltz') bereitet und uns durch Analysen davon iiber- 
zeugt, daB wir ein reines Praparat in Hinden hatten. 

Es wurden z. B. 400 ccm Rindernierenextrakt mit 0,5 g 
uroxansaurem Kalium versetzt und, wie anfangs beschrieben, 
hehandelt. Dann wurde der Versuch abgebrochen und zuniachst 
eine Isolierung des Allantoins nach der eben aufgefiihrten 
Methode versucht. Es ist uns aber niemals gegliickt, dabei 
das Allantoin zu fassen, so daB8 wir dazu iibergingen, zur 
lsolierung die von Wiechowski empfohlene Methode zu be- 
nutzen. Wiederholte Versuche verliefen aber ganz ergebnislos, 
so daB wir vorliufig keinen Beweis in Hinden haben, daB 
das uroxansaure Kalium durch die in dem Rindernieren- 
auszuge vorhandenen Fermente in Allantoin verwandelt wird. 

Bei der leichten Umwandlungsfahigkeit der freien Uroxan- 
siure in Allantoin durch Siureeinwirkung hatten wir erwartet, 
da& wir auch durch Fermentwirkung eine solche glatt wiirden 
erreichen kénnen. Das scheint nun nicht der Fall zu sein, 
wenigstens nicht unter den von uns gewahlten Bedingungen. 
Ks liBt sich vorliufig also noch nicht iibersehen, ob die Harn- 
siure tiber die Uroxansiure abgebaut wird, und wir halten es 
fiir notwendig, daB die Versuche unter anderen Bedingungen 
fortgesetzt werden, bis ein klares Resultat erzielt ist. Wir 
werden dabei auch gelegentlich festzustellen versuchen, was 
aus der Uroxansiure durch Fermenteinwirkung itiberhaupt 
wird. Freilich wird man, wenn auch die angedeuteten Ver- 
suche negativ ausfallen, einen Kinwand machen kénnen, den 
man bei allen Untersuchungen iiber das Verhalten inter- 
mediirer Stoffwechselprodukte machen kann: es ist méglich, 
daB solche Stoffe wie Uroxansiure gewissermaBen in statu 
nascendi im Stoffwechsel auftreten und verarbeitet werden 
kénnen, daB die gleichen Kérper gegen Fermentversuche im 
Reagenzglas oder als solche in gréBerer Menge verfittert sich 
ganz anders verhalten. So sind z. B. noch keine Organ- 
ausziige aufgefunden, die auf Pyrimidinderivate (Cytosin, Thymin, 





1) Chem. Ber. Bd. 58, S. 1952 (1920). 
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Uracil) etwa unter Harnstoffbildung einwirken — bei oft 
wiederholten Versuchen mit den verschiedensten Organextrakten 
konnten bisher nur die unverinderten Ausgangsstoffe wieder- 
gewonnen werden. Verfittert erscheinen die Substanzen un- 
verandert im Harn wieder. Da man nun als sicher annehmen 
muB, daB diese Pyrimidinderivate wihrend des Stoffumsatzes 
einmal im Kérper entstehen, im Harn aber bisher niemals 
Pyrimidinderivate aufgefunden sind, so ist dies ein deutlicher 
Beweis fiir das verschiedene Verhalten mancher Kérper im 
intermediiren Stoffwechsel entweder in statu nascendi oder 
fertig als solche in gréferer Menge dem Organismus davr- 
geboten. 
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Selbstgarung von Hefe. 


Yon 


H. vy. Euler und Karl Myrbiick. 


(Aus dem Biochemischen Laboratorium der Universitit Stockholm. 


(Der Redaktion zugegangen am 16, Mai 1923.) 


Bei der Selbstgiirung, welche streng von der Selbstver- 
dauung oder Autolyse der Hefe geschieden werden muB, handelt 
es sich bekanntlich nach Cremer!) um die Spaltung und 
nachherige Vergiirung des Glykogens der Hefe. Auf die 
iltere Literatur dieses Gebietes, welche bis auf Pasteur (1859) 
und Liebig zuriickreicht, wollen wir hier nicht eingehen, da 
wir beabsichtigen, spiiter eine zusammenfassende Darstellung 
dieser Vorgiinge im Zusammenhang mit speziellen Giarungs- 
reaktionen zu geben. Wir fiihren also zunichst nur die ent- 
scheidenden Versuche an, welche wir bis jetzt angestellt haben, 
und zwar handelte es sich bei diesen Versuchen um den Ein- 
fluB der antiseptischen Stoffe Toluol, Chloroform und Athy]- 
acetat auf die Selbstgirung. 


Methodisehes. 


Volumetrische Bestimmung der entwickelten Kohlensiure 
unter Schiitteln im Thermostaten bei 30° Volumen der 
girenden Liésung: 20 ccm. — Trocknung der abgepreBten 
Brauereiunterhefe H in diinner Schicht bei Zimmertempe- 


') Cremer, Zs. Biol. Bd. 31, 8S. 183 (1894) und Bd. 32, 8. 1 (1895). 
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ratur. Das Trockenpriiparat wird vor der Verwendung feiy | 
gepulvert. : 
Versuche.}} . 
1. Versuche mit frischer. Hefe. ; 
Hefemenge: 5 g = 1,72 g Trockengewicht. ‘Kein Pufferzusatz. : 
eem CO, in Minuten . 
Zusiitze viremia ela pee alt Nit adelante laiaiacs d 
60 | 75 | 110 | 140 | 250 275 320/380 56) =” 
— : | SN { = 
Ohne Zusatz. . . . | — | 12,5/ 18,0 18,5 20,5 | 22,5 | 25,5 27,5 | 32. ’ 
Seem Toluol. . . . | — | 25,5 | 34,0/ 40,0 47,0 | 53,5 | 56,0 | 57,0 | 57 : 
5eem Toluol + 2 cem | | | | | | ‘ 
Athylacetat . . .| — | 3,0; 5,0) 5,5) 7,5} 10,0 11,0} 12,0) 15,0 ‘q 
5 eem Toluol + 2 ccm | | | | | | 
Athylacetat + 1 ¢ | | | | | | | 
Glucose. . . .} 1,2 | 1,4! 1,8) 2,5, 3,0) 3,0) 3,0 | 3,0} 3,0 





Ks bestatigt sich also ein friiheres Ergebnis, daB die 
Selbstgirung frischer Hefe durch Toluol stark beschleunigt 
wird. 

Im Gegensatz hierzu hemmt Athylacetat die Selbstgirung 
unter den eingehaltenen Bedingungen auch in Gegenwart vou 
Toluol. Nach den Ergebnissen von Willstatter und Racke?) 
ist zu vermuten, daB hierbei die auftretende Essigsiure die 
Hauptursache ist.’) 

Mit der gleichen Hefe wurde zum Vergleich eine gewoéhn- 
liche Glucosegirung gemessen: 


1 g frische Hefe, 2°/, PO,, 2 g Glucose, 


Minuten ... 80 60 120 150 180 240 300 
ecm CO, >» — 84 162 202 247 328 409 





1) Der schwedischen Akademie der Wissenschaften vorgetragen am 
8. Marz 1922. 

2) Willstaitter u. Racke, Lieb. Ann. Bd. 425, S. 1 (1921). 

®) Die Beobachtung von Willstitter u. Racke, da8 Athylacetat 
die Verfliissigung der Hefe (in dickeren Emuisionen) wesentlich be- 
schleunigt, kénnen wir durchaus bestiitigen. 
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in | Vergleich des Einflusses von Toluol, Chloroform 


ss wie 
pans reid ee 


und Athylacetat. 


5 g frische Hefe (Trockengewicht 1,7 g). — Volumen 20 cem. 














cem ms in Minuten 









































| Zusiitze eeeearrnceny el ert — se 
_ = 30 | 120 55 
Ohne Zusatz 45 | 90 | 14,0 
5 eem Toluol ee ys ae 40 | 305 | 41,5 
2,5 ecm Toluol + 2,5 cem Chloroform 11,5 | 1%0 | 21,0 
5 cem Chloroform 20 | 25 | 3,0 
Der groBe Unterschied zwischen der Wirkung des Toluols 
F und des Chloroforms tritt deutlich zutage: Toluol beschleunigt 
| die Selbstgirung stark, Chloroform hemmt dagegen. 
ecm CQO, in Minuten 
Zusitze a pie 
30 | 120 |; 255 
5 eem Athylacetat ohne Puffer 1,0 | 15 | 3,0 
+ 4% POS Py = 4:4 is | 42. 1 a 
+ 4°, POs py = 5,2 Lo. | #80 =| 132 
Die Hemmung, welche Athylacetat hinsichtlich der Selbst- 
sirung zeigt, ist also analog der durch Chloroform hervor- 
cerufenen; sie wird durch die Anwesenheit eines Aciditits- 
puffers in der Lésung nicht verringert. 
2. Versuche mit getrockneter Hefe. 
j ecm CO, in Minuten 
7 Zusatze ) 7 
45 | 80 | 110 | 170 | 245 290 350 | 5380 
; Ohne Zusatz 28,0 | 89,5 49,0 | 54,5 | 56,5 | 57,0 | 58,0| 59,5 
j 5cem Toluol + 2cem eieisicih | | 
; acetat . . 35| 4,5| 4,5/ 5,01 60) 7,0) 7,0! 7,0 
seem Toluol + 2cem Athyl- | 
acetat + 1g Glucose. 3,0' 4,0 4,5) 5,01 5,5! 60] 6,5| 6,5 
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Entsprechende Glucosegirung: 


1g Trockenhefe. 2°/, PO,, 2 g Glucose. 


Minuten . . . 30 60 120 150 180 210 240 300 
omtO,. .. if a 3,6 4,6 5,9 7,8 9,2 14,0 


Diese Versuchsreihe zeigt, daB die Selbstgirung der 
Trockenhefe auch ohne Zusatz eines Antiseptikums stark ist. 

Entsprechend dem bei frischer Hefe gemachten Befund 
(vgl. vorhergehenden Versuch) wird die Selbstgirung der 
Trockenhefe durch einen Zusatz yon Toluol + Athylacetat 
gehemmt, und zwar sowohl in Gegenwart als in Abwesenheit 
von Glucose. Besonders bemerkenswert ist, daB bei der an. 
gewandten, offenbar glykogenreichen Hefe, durch die Selbst- 
girung eine viel raschere und stiirkere CO,-Entwicklung ein- 
tritt als bei Zusatz von Zucker und Phosphatpuffer (p,, = 5). 
Daraus geht ohne weiteres hervor, daB dle Gegenwart ver- 
giirbaren Zuckers in der umgebenden Lésung die Selbstgiirung 
hemmt. 

Physiologisch ist dieses Resultat natiirlich ohne weiteres 
verstiindlich, wenn man bedenkt, daB bei der Vergirung von 
Zuckerlésungen Reservekohlehydrat aufgespeichert wird, wihrend 
die Selbstgiirung das Reservekohlehydrat verbraucht. Dagegen 
sind die chemischen Vorginge, welche diese Hemmungen ver- 
anlassen, noch vollstindig dunkel und jedenfalls bemerkenswert, 
wenn man das gleiche Zymasesystem als Katalysator der Selbst- 


girung und der normalen Girung annimmt. Allerdings dari 


nicht tibersehen werden, daB an der Vergarung des Reserve- 
glycogens auch noch ein hydrolisierendes Enzym, eine Glyco- 
genase beteiligt ist. 

Auch durch Toluol wird die Selbstgirung der Trockenhefe 
etwas verzogert. 

Nach friiheren Befunden von Cremer u. a. wird Glycogen 
von frischer Hefe aus der umgebenden Liésung nicht vergoren, 
dagegen von HefepreBsaft. Es blieb bis jetzt immer noch die 
Méglichkeit iibrig, daB Trockenhefe den Hefegummi, welcher 
der umgebenden Lisung zugesetzt wird, vergirt. Wir haben 
von dem reinen Priparat, welches wir Herrn Lic. K. Josephson 
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Selbstgirung von Hefe. 


Zusatz verschiedener Kohlehydrate. 
































0 ecm CO, in Minuten 

‘ Zusitze ee | 7 lates 
0 8 30 | 60 | 95 | 180 | 180/235 | s10 | 480 
o} | | 

5eem Toluol . . . 9,3 | 13,5 | 21,0 | 28,0 | 39,8 | 46,6 54,4 60,7 

, 4 5eem Toluol + 0,5 >8 Hefe- | | | 
A 7 gummi. . . - «| 7,7/ 11,8) 17,8 | 23,5 | 31,9 | 41,9 | 53,2) 55,0 
* j 2¢ Glucose. . . 17,0 | 30,5 | 40,0 | 48,0 | 65,0 | 78,0 100,5, 181,5 
f ; 5 ecem Toluol + 2 ¢ 1 Stde. | | | 
. ’ gekochte Trockenhe fe . | 14,0 | 22,5 | 30,0] 41,0 | 50,0 | 56,5 | 63,5) 65,5 
t 


: verdanken, 0,5 g zu unserer Lésung zugesetzt, eine Vergiirung 
: aber nicht beobachten kénnen. 
; Die Stoffe, welche durch den Zusatz von 2 g gekochter A 
‘Trockenhefe in die Lésung eingefiihrt werden, beschleunigen 
die Girung in Gegenwart von Toluol zu Beginn der Reaktion 
nicht unerheblich (vgl. Nr. 1 und 4). 
Im AnschluB an den Versuch 4 wurde noch folgender ay 


























Vergleich angestellt, und zwar mit je 2 g Trockenhefe; Ge- ae 
samtvolumen 50 ccm. | ae 
. ————— weal 
ecm CQO, in Minuten 
Zusiitze eee 
15 | 90 | 150 | 215 275 | 335 | 385 
1 g Glucose + 5 ccm Toluol . . | — | 8,6 6,7 at] 9 9,8 | 12 14 ,1| 14,6 
2 g gekochte Trockenhefe + 5 ccm | | : | 

, ena: 10,4. 19,6 | 26,6 36,3 | 43,1 | 46,9 he 





Nach 6 1/, Stunden wurde der Garungsversuch abgebrochen, 
die Lisungen wurden filtriert und ihre Reduktionsfihigkeit 
nach Bertrand untersucht. Dabei entsprachen el 

3 cem der Lésung 1 61 mg Glucose. 
Der gesamte Zucker war also unverbraucht in der Lésung. ae 


3cem der Lésung 2 ergaben keine Reduktion. 


: Die Selbstgiirung, welche also in Versuch 1 in Abwesenheit 
: von Glucose eingetreten wire, wurde durch den Zucker, welcher 
; selbst nicht verbraucht wurde, gehindert. Diese Hinderung 

durch den Zucker tritt somit nicht nur in der frischen Hefe 
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ein, wo die Vergirung durch die Aufspeicherung von Reserve- 
kohlehydrat kompensiert wird, sondern auch in Trockenhefe, 
wo eine solche Aufspeicherung kaum in Frage kommt. 


Alkoholbestimmung nach der Selbstgirung. 

8g unserer frischen Hefe+50ccm H,O wurden der 
Selbstgirung iiberlassen. Dabei wurden 232 ccm CO, ent- 
wickelt. Die Destillation wurde bis zum Ubergang von 32,53 » 
Alkohol + Wasser fortgesetzt. Das spezifische Gewicht des 
Destillates betrug 0,9956, entsprechend 2,4°/, oder 0,78 ¢ 
Alkohol (unter Voraussetzung, da8 keine anderen fliichtigen 
Substanzen iibergegangen sind). 


KinfluB von Lactose 
auf die Glucosegirung durch frische Hefe. 


1. Versuchsreihe. 
2g Trockenhefe, 2°/, PO,, 2 g Glucose. — Volumen 50 ccm. 




















eem CQ, in Minuten 
Zusiitze : , <<< 
55-90 180 | 155 | 185 | 215 | 245 | 278 | 805 
a cides’ abies ae 4 eecmcrencaeararancnonmemmnaneae & he, ————— —_ = —_ a 
Ohne Zusatz . . . | 15 32,5 | 54,0 65,0 79,0 90,0 | 111,0/121,0/ 128,5 
2¢ Lactose . . . | 18 | 37,5/59,5/ 71,0/ 86,0 99,5 | 100,5|110,0| 116,0 





Die Einwirkung der Lactose, welche von unserer Hefe 
selbst gar nicht angegriffen wird, auf die Vergirung der Glucose 
war also gering. 

2. Versuchsreihe. 
2 g Trockenhefe, 1,5 g PO, (p,, = 6,3). — Volumen 50 ccm. 








eem CQ, in Minuten 
Teen = i= Wisstniiceappiniaagptithadipidiia ans 





| | | 
5 g Lactose’) . 5,0 | 15,0 | 24,0 | 31,0 | 34,5 | 38,5 | 39,0 
5 g Lactose + 2 ccm Toluol. 2,0 | 4,0| 9,5) 13,0) 16,5 18,0 | 24,0 
Ohne Zusatz . . . . . . . | 4,5 | 13,0] 28,0) 35,0 | 37,5 | 44,0 | 53,5 
2cem Toluol 2,0 | 4,0] 8,0! 11,5 /14,0 16,5 | 23,0 

















1) Nach 1 Tag trat eine heftige Girung ein, welche indessen auf 
Infektion beruht haben kann. 
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Bei dieser Versuchsreihe war die Aciditit so gewahlt 
worden, daB eine Lactasewirkung sich eventuell geltend machen 
konnte. Man erkennt also unter diesen Bedingungen eine 
deutliche Hemmung der Selbstgirung durch die Lactose. Dab 
die CO,-Kntwicklung ohne Zusatz besonders zu Beginn der 
Girung verhiltnismaBig gering befunden wird, beruht wohl 
auf der Aciditit py = 6,3. 


Hefegummi und Hefeglykogen bei der Selbstgirung. 


An 5g Trockenhefe wurde eine Bestimmung des Hefe- 
gummis nach Salkowski vorgenommen, und zwar wurde die 
Hefegummi-Kupferfaillung gewaschen, getrocknet und gewogen. 
Kine entsprechende Bestimmung wurde mit der gleichen Hefe 
ausgefiihrt, welche man vorher einer erschépfenden Selbst- 
cirung, und zwar ohne Zusitze von antiseptischen Mitteln, 
nur unter Zusatz der 5fachen Wassermenge iiberlassen hatte. 
In beiden Fallen wurden die gleichen Mengen Hefegummi er- 
halten, woraus hervorgeht, daB bei der Selbstgirung Hefe- 
gummi nicht vergoren wird. 

Reduktionsanalysen: ‘T'rockenhefe vor der Selbstgirung. 
93 mg Trockenhefe wurden mittels Schwefelsiure vollstindig 
hydrolysiert. Eine Zucker-Bestimmung nach Bertrand an 
der ganzen Masse ergab (auf Glucose berechnet) 23,9 mg = 
24,3 °/, Glucose. 

Der gleiche Versuch wurde mit einer Hefe angestellt, 
welche Selbstgiirung durchgemacht hatte. Man erhielt 12,0°/, 
Glucose. Dieses Ergebnis scheint mit der Messung der ent- 
wickelten Kohlensiure gut iibereinzustimmen, welche eben- 
falls einem vergorenen Zuckergehalt von rund 12°/, Glucose 
entsprang. 

Was die Bestimmung des Hefeglycogens und seine Be- 
ziehung zum Hefengummi betrifft, so haben sich in der Lite- 
ratur Unsicherheiten geltend gemacht, besonders durch die 
unklare Darstellung der Verhiltnisse von seiten Salkowskis, 
welcher noch 1914 die Existenz eines Hefeglycogens in Frage 





1) Diese Zs. Bd. 92, 8S. 75 und zwar 86 (1914). 
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stellte. ,Ob man nun diesen Kérper — schreibt Salkowsk: 
~— Glykogen nennt oder Hefenglykogen, um einen gewissen 
Unterschiede von dem Glykogen des Tierkérpers zuzulassen, 
oder geléste Krythrocellulose oder Erythrodextrin ist im Grunde 
eleichgiiltig, jedenfalls ist es nicht méglich, Glykogen zu iso- 
lieren, ohne diesen Kérper mitzuerhalten.“ 

Schon durch Hardens und Youngs ausgezeichnete Arbeit 
war die Existenz eines reinen Glykogens in der Hefe ein- 
wandfrei bewiesen und der eine von uns hat es deshalb auch 
nicht erforderlich gehalten, auf die AuBerung Salkowskis aus 
dem Jahre 1914 niher einzugehen. 

In den friitheren Arbeiten aus dem hiesigen Laboratorium, 
besonders in einer Arbeit Kullbergs, galt es, fiir die Hefe 
das Verhiltnis von gebildeten Reservekohlehydraten zum ver- 
gorenen Zucker festzustellen; deshalb war auf die Trennung 
von Glykogen und Hefegummi kein Wert gelegt worden. Im 
vorliegenden Fall macht schon unsere Feststellung, daB der 
Hefegummi bei der Selbstgiirung der Hefen nicht mitvergoren 
wird, eine Scheidung der beiden genannten Komponenten not- 
wendig. DemgemiB laBt sich hier die von Schénfeldt und 
seinen Mitarbeitern Krampf und Kiinzel (Woch. Brau. 28 
u. 31) modifizierte Pfliigersche Methode nicht mehr anwenden, 
ohne den Hefegummi zu entfernen. 

Auf das von uns hier eingehaltene Verfahren, welches sich 
auf die Angaben von Harden und Young stiitzt, wird an 
anderer Stelle eingegangen werden.') Unsere Versuche zeigen, 





1) In einer kiirzlich erschienenen Arbeit von Elias und Wei8 
(Biochem. Zs. Bd. 127, S. 1 (1923)] wird die Pfliigersche Methode in 
der Modifikation von Parnas angewandt. Bei dieser Methode wird, 
soweit sich aus den kurzen Angaben ersehen li8t, der Hefegummi mit- 
bestimmt. 

Die Erfahrungen unseres Laboratoriums erstrecken sich nur auf 
ganz geringe, aber konstant gehaltene und scharf definierte Alkalinititen, 
Po= 8 und = 9 [vgl. hierzu Euler und Svanberg, Diese Zs. Bd. 105, 
S. 187 (1919)], die bei einer Untersuchung iiber die Selbstgiirung bei 
diesen Alkalinitiiten gewonnen worden waren. Nach unseren eigenen Er 
fahrungen wire eine Untersuchung wiinschenswert, welche zeigt, ob die 
Ergebnisse von Elias und Wei8 auch an anderen Hefen wieder- 
gefunden werden. 
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daB bei der Selbstgirung der Hefe das Glykogen oder andere 
héhere Reservekohlehydrate auBer Hefegummi so gut wie voll- 
stindig verschwinden. 

Zwei Versuche: Angewandt 23 g Trockenhefe. 


1. Die Trockenhefe wurde im Wasserbad 3 Stunden mit 30°/,iger 
Kalilauge gekocht. Nach Filtration wurde der Hefegummi in iiblicher 
Weise mit Kupfersulfat gefillt und entfernt. Das Glykogen wurde durch 
Alkoholzusatz bis 60°/, gefallt, hierauf dreimal umgefillt, zuletzt mit 
abs. Alkohol und Ather gewaschen und in 100 ccm Wasser gelist. Eine 
Probe von 5cem wurde vollstiindig hydrolisiert und gab dann nach 
Bertrand 64 mg Glucose. 

2. Die gleiche Hefemenge nach Selbstgirung nach obigem Verfahren 
untersucht gab nach Entfernung des Hefegummis durch Fiillen mit Alkohol 
eine geringfiigige Fallung. In 100 eem gelést ergab eine Probe von 5 ccm 
nach der Hydrolyse eine verschwindende Reduktion (< 3 mg Glucose). 


KinfluB von Natriumchlorid. 


In einer sehr bemerkenswerten Arbeit haben A. Harden 
und Paine experimentelle Beitrige zur Kenntnis der Selbst- 
sirung der Hefe geliefert und dabei besonders dem EinfluB 
des Kochsalzes ihre Aufmerksamkeit gewidmet. Sie finden, 
daB die Plasmolyse der Hefezellen der primaire Effekt des 
Kochsalzes ist, sofern dasselbe (in héheren Konzentrationen) 
die Geschwindigkeit der Selbstgirung erhéht, ferner, daB der 
KinfluB des Kochsalzes in solchen Konzentrationen gering ist, 
welche keine Plasmolyse hervorzurufen imstande sind. Die 
genannten Forscher haben auch einige Versuche mit Zymin 
angestellt und eine Hemmung durch NaCl konstatiert. Wir 
kénnen dieses letztere Ergebnis qualitativ bestitigen. Was 
den Grad der Hemmung betrifft, so ist derselbe vermutlich 
von der Menge der angewandten Trockenhefe, ihrem Zymase- 
gehalt und mehreren noch unbekannten Umstinden abhingig, 
welche noch niher studiert werden miissen. Jedenfalls hat 
sich bei unseren Versuchen eine viel starkere Hemmung durch 
rund 0,7 n-NaCl ergeben als bei denen von Harden und 
Paine. 


Wir geben jetzt unsere Versuche an; sie beziehen sich 
auf 2 g Trockenhefe und ein Gesamtvolumen von 50 ccm. 
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1. Versuchsreihe. 








eem CO, in Minuten 





















































Zusitze sae __——_— 
15 380 | 45 | 60 | 95 | 120 | 155 | 219 | 1260 
Ohne Znsatz . 4,0 | 9,0| 15,0 | 20,0 | 26,0 | 32,0 | 35,0 | 39,8 | 98,0 
2 g Rohrzucker . 6,0 | 14,0 | 22,5 | 29,0 | 37,0 | 43,5 | 50,0 | 57,0 |168.0 
2g NaCl . 1,5) 1,5] 1,5) 1,5] — | 2,0] 2,0] — | 1090 
5 ecm Toluol 1,0 | 2,0; 4,0] 7,0 8,5| 9,5) 13,5) — | 260 
2 g Rohrzucker +5 ccm | | | 
Toluol . . . . .§ 2,0; 2,5) 55] — | 17,5) 11,5)14,5] — | 21,0 
eem CO, in Minuten 
Zusiitze , Sit 
85 60 105 | 135 | 170 | 320 | 405 | 525 | 700 
Ohne Zusatz . 24,0 | 36,0] 48,0 52,0) 54,0] 55,0] 55,5) 56,0) — 
2.5 ecm Toluol . 13,0 | 20,0} 80,0 38,5) 47,0] 55,0] 55,0) 56,0) — 
2 g Rohrzucker . 68,0 |101,5)159,0,190,0, — | —;—;,—|— 
2g Rohrzucker + | | 
2,5 eem Toluol 23,0 84,5} 51,0) 63,0] 78,0 |123,0]147,0]168,0| 198.0 
2¢ NaCl . 20| 8,0] 30) —|—|—|]—|—i— 























Nachschrift bei der Korrektur: Nach Drucklegung 
dieser Mitteilung ist uns eine im Aprilheft der Biochemischen 
Zeitschrift [Bd. 136, S. 487 (1923)] erschienene Arbeit von 
P. Mayer bekannt geworden, welche eine Kritik der Versuclic 
von Elias und WeiB enthilt. Wir kénnen uns im wesentlichen 
mit Mayers Kritik der Eliasschen Ergebnisse einverstanden 
erkliren. 











Untersuchungen iiber den Phosphorstoffwechsel des 
Nervensystems. 


Ill. Mitteilung. 


Uber phosphorsparende Substanzen im Stoffwechsel der 
nervosen Zentralorgane. 
Von 


Elisabeth Hecker. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Rostock.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Mai 1923.) 





Hirschberg und Winterstein’) konnten stickstoff- und 
fettsparende Substanzen im Stofiwechsel der nervésen Zentral- 
organe nachweisen. Hauptsichlich auf Grund des quantitativ 
eleichwertigen Einflusses von Glucose auf den Stickstoff- 
umsatz und den Verbrauch von Fettsubstanzen fuBerten die 
Autoren die Vermutung, daB Phosphatide oder Phosphatid- 
eiweiBverbindungen einen wichtigen Anteil an dem Stoffwechsel 
der Nervenzentren haben. (Als,,Fettsubstanzen“ werden alkohol- 
lésliche, beim Kochen mit Lauge alkalibindende Substanzen 
bezeichnet) Es lag nahe, dem Vorhandensein oder Nicht- 
vorhandensein von phosphorsparenden Substanzen nachzugehen, 
um vielleicht durch die Ergebnisse dieser Untersuchungen im 
Verein mit den Resultaten der Befunde von Hirschberg und 
Winterstein einen AufschluB dariiber zu bekommen, in 
welchem Ausma8 die Lipoide sich am Stoffwechsel beteiligen. 
Es werden im folgenden die Ergebnisse von Untersuchungen 
iiber den EinfluB von Galaktose, Livulose, Cerebrin und 





1) Hirschberg und Winterstein, Diese Zs. Bd. 108, S.9 und 
S. 21 (1919). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIX. 14 
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Lecithin (Kier- und Gehirnlecithin), sowie Phosphate enthalten- 
den Lésungen auf die GréBe der P-Abgabe mitgeteilt. Von 
der Untersuchung komplizierterer Substanzen, wie Blut, Serum, 
Kiweif usw. wurde Abstand genommen, da nach den bisherigen 
Erfahrungen betrichtliche methodische Fehler zu erwarten 
gewesen wiren (s. u.). Beziiglich der Methodik mu8 auf die 
beiden friiheren Mitteilungen verwiesen werden.?) 


A. Ejinfiu8 der Zucker auf den P-Umsatz des 
Zentralnervensystems. 


Ks kann nur iiber die Untersuchungsergebnisse von Galak- 
tose und Fruchtzucker berichtet werden. Unsere Milch- und 
Rohrzuckerpriparate erwiesen sich bei Kontrollversuchen als 
nicht P-frei. Die Eriabrungen mit Traubenzucker waren héchst 
eigenartig. Ks wurden Kontrollversuche mit 0,5°/,igen Lé- 
sungen von drei verschiedenen Priparaten gemacht, zwei davon 
(gewohnlich kiuflicher Traubenzucker und chemisch reiner 
Traubenzucker von Witte) hemmten trotz Verbrennung die 
Fallung von Phosphorsiure erheblich. Die Versuche wurden 
wiederholt angestellt, sowohl Leerversuche, als auch solche am 
Zentralnervensystem, alle mit dem gleichen seltsamen Hr- 
gebnis; ja sogar die Zentralnervensystemhilfte, die in der 
Traubenzuckerlésung unter O,-Durchstrémung  aufbewahrt 
worden war, zeigte eine Fallungshemmung (!), denn anders 
war ein derart auffallend niedriger Wert fiir den P-Gehalt, 
wie er im Vergleich mit der sofort veraschten Hilfte gefunden 
wurde, nicht zu verstehen. Hs ist nicht gelungen, aufzukliren, 
worauf diese Fiallungshemmung beruht. Ein drittes Priparat 
(Merck) war nicht frei von P-Spuren, so daB der Einflu8 der 
Dextrose, dieses namentlich in bezug auf den Erregungs- 
umsatz so wichtigen Zuckers leider nicht untersucht werden 
konnte. 

1. Galaktose. 


Zur Verwendung kam eine 0,5°/, Galaktose (Merck) ent- 
haltende 0,7°/,ige NaCl-Lésung. Die Pia wurde nicht ent- 





') Hecker und Winterstein, Diese Zs. Bd. 128, S. 302 (1923); 
Hecker, Diese Zs. Bd. 129, S. 26 (1923). 
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fernt, obwobl nach den Untersuchungen Ungers!) die Gefib- 
haut die Kigenschaften einer semipermeablen Membran besitzt, 
und Hirschberg und Winterstein?) in ihren Untersuchungen 
,Uber den Zuckerstoffwechsel der nervésen Zentralorgane“ 
nachweisen konnten, daB das Riickenmark nur wenig Zucker 
umzusetzen vermag, wenn es von der Pia umhiillt ist, dagegen 
betrachtlich Zucker umsetzt, wenn die GefaiBhaut abgetrennt 
wird; aber es handelt sich bei den folgenden Untersuchungen 
ja stets um lingshalbierte Zentralnervensysteme, so dab 
mit einer gentigenden Strecke piafreier Substanz zu rechnen ist. 

Die Ergebnisse der Untersuchungen iiber den EinfluB der 
Galaktose auf den P-Umsatz sind in Tab. I—III verzeichnet. 

Die Versuche der Tab. I wurden so angesetzt, daB die 
eine Liingshailfte des Zentralnervensystems fiir 8 Stunden in 
6ccm einer 0,7°/,igen, die andere fiir die gleiche Zeitdauer 
in 6 ccm einer 0,5 °/, Galaktose enthaltenden 0,7°/, igen NaCl- 
Lisung aufbewahrt wurde, beide Halften unter dauernder 
0,-Durchstrémung. 

















Tabelle I. 
P-Gehalt nach tae, 
aus der P-Abgabe an 8 . 
8 Stunden in °/, der | ae Losun g in °/, der Galaktose in 
Nr. frischen Substanz a nae 0), der P-Ab- 
ee > gabe ohne 
ohne mit ohne mit Galaktose 
Galaktose | Galaktose | Galaktose | Galaktose 
0,1503 0,1596 0,0207 | 0,0071 34 
2 0,1501 0,1617 0,0232 0,0075 32 
3 0,1630 0,1928 0,0428 0,0038 9 

















Der P-Umsatz der in der Galaktose-Liésung aufbewahrten 
Zentralnervensysteme fallt zweimal hart an die Fehlergrenze, 
die (berechnet aus der Differenz des P-Gehalts und der 
P-Abgabe) fiir die Galaktose Versuche bei etwa 0,006°/, lag, 


1) R. Unger, Biochem. Zs. Bd. 61, 8. 103 (1914). 
*) Hirschberg und Winterstein, Diese Zs. Bd. 100, S. 185 (1917). 
14* 
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einmal in die Fehlergrenze, so daB also hier fast der ganze 
Ruhe-P-Umsatz von der Galaktose bestritten wurde. 

Bei den Versuchen der Tab. II blieb die eine Langshiilfte 
ungereizt in einfacher NaCl-Lésung; die andere, in der Galak. 
tose enthaltenden Lisung, wurde 8 Stunden elektrisch gereizt.\ 
Die beiden letzten Versuche zeigen niedrige Werte fir den 
P-Umsatz, was wohl davon herriihrt, daB die Reizung nur \ei 
11/, V (statt wie sonst 4 V) Spannung stattfand. (Spiter wird 
im Zusammenhang die Zahl der Faktoren erértert, deren Hin- 
fluB auf den P-Umsatz festgestellt werden konnte.) 


Tabelle II. 





























P-Umsatz berechnet aus der P-Abgabe 
P-Gehalt nach an die Lésung Galaktose Reiz 
8 Stunden in °/, der |— eee mgats in °/, de 
: . in °/, der frischen |. ; aes | 
Nr. | frischen Substanz / °, Bria in °/, des P-Gehalts?) eqaneag 8 
er oe | a - e 0,7°/iger 
Ruheohne|Reizg. mit|/Ruhe ohne|Reizg. mit|Ruheohne|Reizg. mit] NaCl-Lésung 
Galaktose |Galaktose|Galaktose |Galaktose |Galaktose |Galaktose 
1 | 0,1980 | 0,1654 | 0,0443%)| 0,0719 19 30 162 
2 | 0,1639 | 0,1463 | 0,0155 || 0,0217 9 13 14 
3 0,1669 | 0,1570 | 0,0365 | 0,0464%) 18 23 127 
4 | 0,1339 | 0,1235 | 0,0133 | 0,0171 9 12 198 




















Gegeniiber dem in Mitteilung IJ gefundenen Reizumsat: 


von 179—208°/, des Ruheumsatzes zeigte sich eine deutliche 
Zur Sicherstellung dieses Ergebnisses wurde nocl: 
eine dritte Versuchsreihe angesetzt, bei der beide Hiajlften 
8 Stunden gereizt wurden, die eine in galaktosefreier, dic 
andere in Galaktose enthaltender 0,7°/,iger NaCl-Lésung. (Im 
iibrigen gilt auch fiir diese und alle folgenden Versuche, dal 
in 6 ccm der Versuchsfliissigkeit unter 


Ersparnis. 


die CNS-Hialften 
stindiger O,-Durchleitung aufbewahrt wurden.) 





) Methodik, vgl. Mitt. II, Diese Zs. Bd. 129, S. 26 (1928). 

*) Bezogen hier wie in allen folgenden Tabellen auf den Anfangs- 
gehalt = Endgehalt + P-Abgabe. 

5) Aus der Differenz der P-Gehalte berechnet. 
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Tabelle ILI. 





@ Nr. 








P-Gehalt nach P-Umsatz berechnet aus der P-Abgabe 


. : an die Lésung 
8 Stunden Reizung 8 











P-Umsatz bei 














in °s der frischen in 0) daw frisch Galaktose in 0) 
Substanz Substanz - /, des P-Gehalts") des Umsatzes 
———————_$——— ae : —+——-——| ohne Galaktose x 
ohne mit ohne | mit ohne mit 
Galaktose |Galaktose |Galaktose |Galaktose |Galaktose |Galaktose | 
0,1608 | 0.1634 | 0,0821 | 002952) 16 | 415 92 
0,2214 | 0,2288 0,0257 | 00165 | 10 | 7 64 


1 
| 


Ks handelte sich hier um besonders kleine Versuchstiere, 
womit die geringe GréBe der P-Ausscheidung zusammenhiangen 
dirfte (s. u.). Auch hier ergibt sich eine Ersparnis im P-Umsatz, 
die aber bei weitem nicht so betrichtlich ist als im Ruhe- 
stoffwechsel. 

Das Untersuchungsresultat stimmt gut iiberein mit den 
Befunden von Hirschberg und Winterstein®), die Galak- 
tose als denjenigen Zucker fanden, der im Ruhestoffwechsel 
weitaus am meisten unter allen Zuckern umgesetzt wurde und 
auch die weitaus gréBte Fettersparnis unter diesen Bedingungen 
zeigte, wihrend seine Verwertbarkeit im Reizstoffwechsel und 
die dabei erzielte Fettersparnis betrichtlich geringer war, und 
vom Traubenzucker iibertroffen wurde. 


2. Fruchtzucker. 


Von den beiden Halften wurde die eine in zuckerfreier 
die andere in 0,5°/, Fructose enthaltender 0,7°/,iger NaCl- 
Lésung aufbewart. Die Ruheversuche zeigt Tab. IV. 

Die Ersparnis wird deutlich sichtbar, wenn man den 
P-Umsatz der in der Fruchtzuckerlésung aufbewahrten Hialfte 
in °/, desjenigen in der zuckerfreien Lésung ausdriickt; es 
ergibt sich eine Ersparnis von rund 50°/). 


') Bezogen hier wie in allen folgenden Tabellen auf den Anfangs- 
gehalt = Endgehalt + P-Abgabe. 

*) Aus der Differenz der P-Gehalte berechnet. 

5) Hirschberg und Winterstein, Diese Zs. Bd. 101, S. 128 (1919) 
und Bd. 105, 8. 1 (1919). 
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Tabelle LV. 

















P-Gehalt nach | P-Umsatz berechnet aus der P-Abgabe 
8 Stunden Ruhe in an die Lésung 
/) der frischen a me | 
‘ in °/, der frischen | . 
Nr. Substanz pe wai | in °/, des P-Gehalts 
ohne | mit ohne mit ohne | mit 
Fruchtz. | Fruchtz. | Fruchtz. | Fruchtz. | Fruchtz. | Fruchtz. 
— auntgynnsngyasbunaniocageenamaseenocmeass? aneenasen eet Te = Soa — — SESE eeeeaaeaneneemenen ae 
0,1657 | 0,1744 | 0,0428 | 0,0204 | 20,5 | 10,5 
2 | 0,1641 0,1655 | 0,0208 | 0,0106 | 11 Poe 
| 























P-Abgabe jy 
fruchtzucker. 
haltiger Lisup; 
in °/, der P-Ap, 
gabe in zucker. 
freier Lisung 


48 
D1 


Im Reizstoffwechsel (Anordnung wie bei Galaktose) 
wird der Fruchtzucker nicht ganz so hoch verwertet wie beim 
Ruheumsatz, es findet bei Fruchtzuckerzusatz immer noch 
eine P-Ausscheidung von rund 80°/, des Umsatzes der unter 
gewohnlichen Bedingungen betindlichen Hialfte statt (Tab. V). 


Tabelle V. 








P-Gehalt nach 
8 Stunden Reizung 
in °/, der frischen 
Substanz 


Nr. 





| 


ohne mit 
Fruchtz. | Fruchtz. 





0,1643 | 0,1890 
0,1806 


| 0,1817 


r= | 





P-Umsatz berechnet aus der P-Abgabe 
an die Lésung 


in °/, der frischen | 











P-Umsatz in 
fruchtzucker- 


haltiger Lisung & 


in °/, der P- 














. in °/, des P-Gehalts 
a haviennee ao | iS Ab gabe in 
ohne mit ohne mit zuckertreier 
Fruchtz. | Fruchtz. | Fruchtz. | Fruchtz. Lésung 
= _ = = aS —— 
0,0579 | 0,0454 | 26 | 19 79 
0,03881 | 0,0292 | 17 | 14 G7 


Dieses Ergebnis stimmt insofern ebenfalls mit dem von 
Hirschberg und Winterstein (a. a. 0.) iiberein, als diese 
fanden, daB Fructose im Ruhestoffwechsel in gleichem, eher 
sogar etwas stirkerem Ausmasse verbraucht wird wie der 
Traubenzucker und ebenso fettsparend wirkt, bei der Reizung 
aber eine viel geringere Umsetzung und Fettersparnis zeigt. 


B. Cerebrin. 


Von den P-freien Substanzen wurde noch das Cerebrin 
(Merck) untersucht. 


Es zeigte sich hier, wie weiter unten 
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auch bei den Lecithinen, daB diese fast wasserunléslichen Sub- 
stanzen eine bedeutende P-Ersparnis bewirken konnten; eine 
gleiche Beobachtung haben Hirschberg und Winterstein’) 
in ihren friiheren Untersuchungen gemacht, wobei es sich als 
belanglos erwiesen hatte, ob das Riickenmark von der Pia 
umhillt oder von ihr befreit war. 

Die Cerebrinemulsion wurde so hergestellt, daB 1g Cere- 
brin mit 100 ccm 0,7°/, iger NaCl-Lésung geschiittelt, 24 Stunden 
stehen gelassen und dann filtriert wurde (weil die groben 
Cerebrinkérner sehr leicht die zur O,-Durchstrémung dienenden 
Glascapillaren verstopften). Die Versuchsdauer betrug 8 Stunden. 
Die Ruheversuche zeigt Tab. VI. 


Tabelle VI. 
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P-Gehalt nach P-Umsatz berechnet aus der P-Abgabe P-Umsatz in 


: ‘ an die Lésung 
8 Stunden Ruhe in ie Lésung 
°/, der frischen 


Substanz 


. Of ove ee 
in ble, Ger frischen | in 0, des P-Gehalts 

ohne | mit . 
Cerebin | Cerebin 





ohne 
Cerebin 


ohne 
Cerebin 


mit 


mit : | 
Cerebin Cerebin | 


| 


0,0858 33 | 16 58 
00196 | 20 | 9 50 


| 
| 


0,0671 | 
0,0398 


0,1833 
0,1897 


0,1347 
0,1591 














Ks ergibt sich eine Ersparnis von rund 50°/,. Der mittlere 
aus der Differenz der P-Gehalte und der P-Abgabe an die 
Versuchsfliissigkeit berechnete Fehler ist hier 0,015; dieser hohe 
Fehler riihrt einerseits davon her, daB es sich um kleine Ver- 
suchstiere handelte, zum andern aber auch sicher von Einfliissen 
des Verbrennungsriickstandes des Cerebrins auf die Fallung. 

Hirschberg und Winterstein hatten beim Cerebrin die 
beste N-sparende Wirkung, ein Herabdriicken des Wertes auf 
10—20°/, des normalen gefunden, im Fettumsatz jedoch nur 
eine Ersparnis von etwa ein Drittel. 

Im Reizstoffwechsel war die N-Ersparnis bei Zusatz 
von Cerebrin ganz erheblich geringer, beim Fettumsatz gréBer. 


1) Hirschberg und Winterstein, Diese Zs, Bd. 108, S. 9 (1919). 
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Beim Phosphor ergeben sich folgende Resultate (Versuchs. 


anordnung wie bei Galaktose beschrieben): 


Tabelle VII. 





Nr. 


ho 





























P-Umsatz berechnet aus der P-Abgabe 
P-Gehalt nach 8 Std. an die Lésung P-Umsatz belt 
Reizung in °/, der i ————} Cerebin in ° 
frischen Substanz | 19 esol aca in °/, des P-Gehalts des ode! unsatag 
. cae ee. = ee In 0,7" oiger 
ohne mit ohne |_ mit ohne mit NaCl-Lisung 
Cerebin | Cerebin | Cerebin | Cerebin | Cerebin | Cerebin ! 
0,1333 | 0,1700 | 0,0385 | 0,0148 22 8 99 
0,1923 | 0,21388 | 0,03804 | 00166 = 14 qT Bh 














Hier la8t sich feststellen, daB die P-Ersparnis beim Reiz- 
stoffwechsel von gleicher GréBenordnung ist wie beim Ruhe- 
stoffwechsel. 


C. Der Einflu8 phosphorhaltiger Substanzen auf den P-Umsatz 
des Zentralnervensystems. 


Untersucht wurden aufSer Lecithinen verschieden konzen- 
trierte Phosphatgemischlésungen und Kombinationen dieser 
mit anderen P-sparenden Substanzen. 


1. Lecithin. 


Zur Untersuchung kamen Gehirnlecithin und Hier- 
lecithin (beide von Witte). Da es sich um Emulsionen 
handelte, wurde von einer Untersuchung der abfiltrierten Ver- 
suchsfliissigkeit abgesehen, so daB in dieser Versuchsanordnung 
auBer den beiden CNS-Halften nur das Filtrat der lecithin- 
freien Versuchslésung untersucht wurde. Die Berechnung 
des P-Umsatzes in der Lecithinemulsion erfolgte in der Weise, 
daB zu dem P-Gehalt der in lecithinfreier Liésung gehaltenen 
CNS-Halfte die von ihr an die Versuchslésung abgegebene 
P-Menge addiert, und von dem so ermittelten Anfangsgehalt 
an Phosphor der Endgehalt der in der Lecithinlésung auf- 
bewahrten CNS-Hialfte abgezogen wurde. Die so errechneten 


Werte sind sicher mit sehr viel gréSeren Fehlern behaftet, 
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als die direkt gemessenen, stimmen aber, wie aus den Tabellen 
hervorgeht, untereinander ziemlich gut iiberein. 

Um den Einwand zu priifen, daB es sich bei einer Er- 
sparnis etwa einfach um ein Kindringen von P in das Zentral- 
nervensystem aus rein physikalischen Griinden handeln kénnte, 
wurden Kontrollversuche so angesetzt, daB die eine CNS-Halfte 
sofort verascht, die andere 24 Stunden in 6 ccm einer Lecithin- 
emulsion aufbewahrt wurde, durch die eine halbe Stunde lang 
Stickstoff hindurch geleitet war; das Gefai8 (Wageglischen mit 
eingeschliffenem Glasstépsel) wurde dann fest verschlossen, so 
daB eine Erstickung der CNS-Hilfte gesichert war, bei der, 
wie in Mitteilung II gezeigt wurde, eine P-Abgabe véllig aus- 
bleibt. Dabei ergab sich, daB das erstickte CNS den gleichen 
P-Gehalt zeigte, wie die sogleich veraschte Hilfte, also eine 
Aufnahme von P aus der Lecithinemulsion nicht stattgefunden 
hatte: 














P-Gehalt in der sogleich der in Lecithin 

veraschten Halfte auf bewahrten 
Kierlecithin . . 0,1153 0,1186 
Gehirnlecithin . 0,1564 0,1525 








a) Gehirnlecithin. 
In Tab. VIII sind die Ruheresultate mitgeteilt. 


Tabelle VIII. 











P-Gehalt nach 8 Std. 





P-Umsatz ') 











Nr.| in °/, der frischen Substanz in °/, der frischen Substanz 
ohne Lecithin | mit Lecithin | ohne Lecithin | mit Lecithin 

1 0,1865 0,1609 0,0173 — 

2 0,1746 0,1671 oe 0,0075 


Hilfte verglichen. 
Fehlergrenze gelegener P-Verlust. 








Im 2. Versuch dieser Tabelle wurde die eine Hilfte so- 
gleich verascht und mit der in Lecithinemulsion aufbewahrten 





1) Berechnung siehe im Text. 


Hier ergab sich ein geringer, nahe an der 


Im Versuch 1 war der 
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P-Gehalt der Lecithin-CNS-Hilfte am Schlusse des Versuchs 
gréBer als der um die abgegebene P-Menge vermehrte P-Gehalt 
der anderen Hilfte, so daB anscheinend gar keine P-Abgabe. 
wenn nicht gar ein P-Ansatz erfolgt war. 

Es ergibt sich somit, daB eine Gehirnlecithinemulsion dey 
P-Stoftwechsel in der Ruhe anscheinend fast véllig zu be- 
streiten vermag. 

Auch Hirschberg und Winterstein (a. a. O.) fanden 

eim Lecithin eine stark N- und fettsparende Wirkung. 

Im Reizstoffwechsel (Tab. IX) hatte das Gehirnlecithin 
anscheinend eine ebenso weitgehende P-sparende Wirkung wie 


im Ruheumsatz. 
Tabelle IX. 





P-Gehalt nach 8 Std. Reizung |P-Umsatz berechnet aus d. P-Ab- 
Nr.| in °/, der frischen Substanz |gabe in °/, der frischen Substanz 


ohne Lecithin | mit Lecithin 








ohne Lecithin | mit Lecithin 
1 0,1752 0,2006 - - 
2 0,1678 0,1839 0,0244 0,0083 











In Versuch 1, in welchem die P-Bestimmung in der le- 
cithinfreien Versuchsflissigkeit miBlang, war der P-Gehalt der 
in der Lecithinemulsion aufbewahrten CNS-Hialfte soviel gréBer 
als der der andern, da bei Vergleich mit dem unter denselben 
Bedingungen angestellten Versuch 2 auf ein giinzliches Fehlen 
einer P-Abgabe geschlossen werden kann, in Versuch 2 ergab 
sich eine, allerdings geringe P-Ausscheidung. 


b) Eierlecithin. 
Tab. X bringt die Resultate der Ruheversuche. 
Tabelle X. 








P-Gehalt nach 8 Std. P-Umsatz?) 
Nr.{| in °/o der frischen Substanz in °/, der frischen Substanz 








ohne Lecithin | mit Lecithin | chne Lecithin | mit Lecithin 


0,1368 | 0,1413 0,0125 0,0081 
0,1540 | 0,1984 0,0371 — 














to Fe 





1) Berechnung siehe im Text. 
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Auch hier ist die direkt ermittelte P-Abgabe an die Le- 
cithinemulsion in Versuch 1 nur gering, in Versuch 2 iiber- 
haupt nicht nachweisbar, da der P-Gehalt der Lecithin-CNS- 
Halfte wieder gréBer ist als der um den abgegebenen P ver- 
mehrte Gehalt der andern. 

Im Gegensatz dazu und zu den Resultaten mit Gehirn- 
lecithin ist bei den Reizversuchen der Tab. XI die Ersparnis 
viel geringer. 


Tabelle XI. 




















P-Gehalt nach 8 Std. P-Umsatz . ; 
Reizung in °/, der in °/, der frischen P-Umsatz bei 
Nr frischen Substanz Substanz Lecithin in °/, 
i een we eam encmeims: —| des P-Umsatzes 
ohne mit ohne mit ohne Lecithin 
Lecithin | Lecithin Lecithin Lecithin 
1 0,1444 | 0,1502 0,0221 | 0,0163 74 
2 0,1219 0,1367 0,0382 | 0,0184 55 











2. Phosphatgemische. 

Standardlésung war eine mit 0,7°/, iger NaCl-Lésung iso- 
tonische Phosphatgemischlésung von neutraler Reaktion; von 
dieser wurden eine Reihe von Konzentrationen mit 0,7°/, iger 
NaCl-Lésung hergestellt. Ich berichte zunichst iiber die jeweils 
angestellten Kontrollversuche, die die Frage des rein physi- 
kalischen Eindringens von P in die leblose Nervensubstanz 
entscheiden sollten. Sie wurden wieder so angesetzt, daB die 
eine Hilfte sofort verascht, die andere nach Erstickung mit N 
(Methodik vgl. unter Lecithin) 24 Stunden in der betreffenden 
Versuchslésung belassen wurde, deren HinfluB nachher am 
iiberlebenden Priparat studiert werden sollte. 

a) Phosphatgemisch 1:0,79/, NaCl 1000 

(in d. Tab. mit Phosph. I bezeichnet). 


P-Gehalt der sogleich veraschten Hilfte. . . . . . . 0,1266 
,, in der Versuchslésung aufbewahrten . . . 0,1290 


7 


b) Phosphatgemisch 1:0,7°/, NaCl 100 
(in d. Tab. mit Phosph. II bezeichnet.) 
P-Gehalt der sogleich yeraschten Hilfte. . . . . . . 0,0730 
, in der Versuchslésung aufbewahrten . . . 0,0753 


” 
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c) Phosphatgemisch 1:0,7°/, NaCl 50 
P-Gehalt der sogleich veraschten Hilfte. . . . . . . 61789 
* » in der Versuchslésung aufbewahrten . . . (2598 

Die Differenzen in a) und b) fallen in die Fehlergrenzen: 
in diesen Lésungen hatte mithin eine physikalische P-Aufnahme 
nicht stattgefunden. Dagegen war dies unzweifelhaft der Fa]| 
in c), so da8 von einer Verwendung dieser oder noch hoherey 
Konzentrationen Abstand genommen wurde. 

Tab. XII yegistriert alle mit Phosphatgemischlésungey 
und Zusitzen von an sich P-sparenden Substanzen angestellten 
Versuche; es handelt sich stets um Ruheversuche. 

Die teilweise sehr hohen Werte fiir die P-Abgabe an die 
Lésung erkliiren sich aus der bei diesen Versuchen vorhandenen 
Temperatur (23°). 

Die beste Ersparnis wurde mit der Kombination Phosphat- 
gemisch I + Gehirnlecithin erzielt: der P-Gehalt der in dieser 
Emulsion aufbewahrten Hilfte war héher, als der um die ab- 
gegebene P-Menge vermehrte Gehalt der andern Hilfte; man 
kénnte an die Méglichkeit eines geringen P-Ansatzes denken, 
der aber merkwiirdigerweise in dem stiirkeren Phosphatgemisch 
+ Gehirnlecithin nicht vorhanden zu sein scheint. 


Anhang: P-Gehalt und P-Umsatz beeinflussende Faktoren. 


In einem Teil der Versuche der letzten Tabellen fiilt 
gegeniiber den friiheren auf, daB sowohl fiir den P-Gehalt, als 
auch fiir die P-Ausscheidung fast durchweg niedrigere Werte 
gefunden wurden. Dies mag seine Ursache in verschiedenen 
Griinden haben; abgesehen von dem zum Teil recht betricht- 
lichen individuellen Schwankungen (die auch bei den Unter- 
suchungen iiber den Fettgehalt gefunden wurden)'), kommen 
wohl noch andere Momente in Betracht, von denen der Einflui 
der Jahreszeit, und des Allgemeinzustandes auf den Stoff- 
wechsel der Frésche sicher von Bedeutung ist. Fand sich 
doch z. B. bei einem Versuch an einem Wasserfrosch, der nur 
noch schwache Lebenszeichen von sich gab, ein Wert von nur 
0,0730°/, in der einen, von 0,0753 in der andern Liangshilfte 





1) Hirschberg u. Winterstein, Diese Zs. Bd. 108, S. 9 (1919). 
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Tabelle XII. 





| 
| 
| 
| 
1 








s-3 
Ver: P-Gehalt P-Umsatz e 5 Ee 
Nr. Versuchslésung suchs- | ™ “lo cor | me i, o der aro 
pene frischen frischen Sun ° 
Substanz | Substanz | mn A 
Lae 
1 NaCl 3 Sta. | 01589 0,0298 
Phosph. I 0,1796 0,0135 55 
2 NaCl 99 0,1403 0,0105 
Phosph. II ” 0,1512 — 100 
3 NaCl ra 0,1708 0,0172 
Phosph. II " 0,1783 0,6097 *) 44 
4 NaCl 0,1402 0,0508 
Phosph. I + 0,5°, | 24 ,, 0,1978 0,0014%) | 100 
Galaktose 
5 NaCl ; 0,1456 0,0422 
Phosph. I + Cerebrin aici. 0,1661 0,0217 *) 49 
6 NaCl pe 0,1405 0,0221 
Phosph. I + Cerebrin " 0,1530 0,0096 *) 57 
7 NaCl 0,1540 0,0295 
Phosph. I + Gehirn-} 24 ,, 0,1904 — 124 
lecithin 
8 NaCl 0,1335 0,0467 
Phosph. I + Gehirn-] 24 ,, 0,1894 — 120 
lecithin 
9 NaCl 0.1577 0,0284 
Phosph. Il + Gehirn-| 8 ,, 0,1879 -= 100 
lecithin 
iO NaCl 0,1457 0,0314 
Phosph. I1 + Gehirn-| 8 ,, 0,1729 -—~ 100 
lecithin 

















des Zentralnervensystems. Weiter kommt hinzu, da kleine 
Tiere stets einen kleineren P-Gehalt haben. Bei den Reiz- 
versuchen ist die gréBere oder geringere Stiirke des Reiz- 
stromes von groBem EKinfluB auf die GréBe der P-Ausscheidung. 


1) P-Umsatz berechnet als Differenzwert wie bei den Lecithinversuchen 
(in den anderen Versuchen berechnet aus der P-Abgabe an die Lésung). 
*) Fallt in die Fehlergrenze. 











218 Elisabeth Hecker, 


Am bestimmendsten fiir den Ruhestoffwechsel ist zweifellos dic 
Temperatur, bei der die Versuche angesetzt wurden; ein Hip. 
flu, der sich trotz aller individuellen Schwankungen des 
P-Gehalts durchsetzt, wie die Errechnung der Mittelwerte aus 
einer gréBeren Zahl von Versuchen zeigt. 


Bei Temperaturen von 16—18° war der aus 21 Versuchey 
berechnete Mittelwert fiir die P-Ausscheidung in der Ruhe 
10°/, des P-Gehalts; bei 19—20° (13 Versuche) 14°/,; bei 
Temperaturen von 20° und itber 20° (9 Versuche) 18°/,, bei 


8 stiindiger Versuchsdauer. 


Vergleich des P-Umsatzes mit andern Stoffwechselvorgangen 
in den Nervenzentren. 


Im Laufe der Arbeit konnte schon mehrfach auf eine 
prinzipielle Ubereinstimmung  vorliegender Untersuchungs- 
ergebnisse mit denen von Hirschberg und Winterstein 
hingewiesen werden. Die Vermutung der genannten Autoren, 
daB die Lipoide nicht nur bei der Permeabilitaét eine Rolle 
spielen, sondern am Stoffwechsel der Nervenzentren aktiven 
Anteil nehmen, hat sich bestitigt. 


Im einzelnen ergeben die Vergleiche der gewonnenen 
Zahlen, daB in der Ruhe beim N-Umsatz etwa 20°/,, beim 
Fettumsatz etwa 25°/,, beim P-Umsatz je nach der Temperatur 
10—18°/, des Anfangsgehaltes umgesetzt werden, so daf an- 
scheinend der Anteil der Phosphatide oder Phosphatideiweib- 
verbindungen an dem Ruheumsatz ein sehr betrichtlicher sein 
mub. In wesentlich geringerem Umfange ist dies augen- 
scheinlich beim Reizstoffwechsel der Fall, wo einer Steigerung 
auf das 2'/,—31/, fache im ersten Falle eine solche des P-Um- 
satzes auf knapp das Doppelte gegeniiber steht. Der Vergleich 
des Einflusses von Zuckern auf den Fett- und P-Umsatz ergibt 
in voller Ubereinstimmung im Ruhestoffwechsel die Galaktose 
als den erfolgreichsten Sparer, wihrend sie im Reizstoffwechsel 
sich als weniger wirksam erweist. Als bester Ersatzstoff erwies 
sich ebenfalls iibereinstimmend im Fett- und P-Stoffwechsel 
das Gehirnlecithin, das im P-Umsatz volliges Stoffwechsel- 
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gleichgewicht, ja vielleicht sogar einen geringen P-Ansatz zu 
bewirken vermochte. 


Zusammenfassung, 


Mit der gleichen Methode, mit welcher der P-Umsatz am 
Zentralnervensystem untersucht wurde, wurde das Vorhanden- 
sein von phosphorsparenden Substanzen festgestellt. 

Der Zusatz von Galaktose zur Versuchsfliissigkeit hatte 
im Ruhestoffwechsel eine stark phosphorsparende Wirkung (bis 
zu 90°/,); bei den Reizversuchen eine wesentlich geringere. 

Livulose bewirkte im Ruhestoffwechsel eine P-Ersparnis 
von 50°/,, im Reizstoffwechsel eine viel geringere. 

Cerebrin wurde im Ruhe- und Reizstoffwechsel in gleichem 
AusmaBe (50°/,) verwertet. 

Gehirnlecithin vermochte im Ruhe- und Reizstoffwechsel 
den P-Umsatz fast ganz zu bestreiten. Auch Kierlecithin be- 
wirkte im Ruhestoffwechsel eine vollstindige, im Reizstoff- 
wechsel keine so hohe Ersparnis. 

Auch durch Zusatz von etwas neutralom’ Phosphatgemisch 
konnte eine (nicht auf physikalischem Kindringen desselben be- 
ruhende) sehr betriichtliche P-Ersparnis erzielt werden. 

Die beste P-sparende Wirkung ergab eine Kombination 
von Phosphaten + Gehirnlecithin; hierbei waren die Nerven- 
zentren anscheinend yollig im P-Gleichgewicht, wenn nicht 
sogar ein schwacher P-Ansatz eintrat. 

Der P-Gehalt des Zentralnervensystems ist anscheinend 
abhingig von dem Allgemeinzustand der Tiere und der 
Jahreszeit. 

Bestimmend ist fir die Gréfe des Ruheumsatzes die 
Temperatur, fiir die GréBe des Reizumsatzes auBer dem Tem- 
peratur die Stiirke des verwendeten Reizstromes. 

Kin Vergleich mit den fritheren Untersuchungen iiber den 
Stoffwechsel der Nervenzentren erweist die bereits friiher ver- 
mutete betrichtliche Beteiligung der Phosphatide. 


Herrn Professor Winterstein sage ich fiir sein immer- 
wahrendes Entgegenkommen meinen Dank. 














Untersuchungen 
tiber den Phosphorstoffwechsel des Nervensystems. 
IV. Mitteilung, 


Uber den Phosphorstoffwechsel der peripheren Nerven. 


Von 


Elisabeth Hecker. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitat Rostock.) 


(Der Redaktion zugegangen am 26. Mai 1922.) 


Hirschberg und Winterstein') konnten im peripheren 
Nervensystem einen Umsatz von Zucker, Fettstoffen und stick- 
stoffhaltigen Substanzen nachweisen. Es lag nahe, mit der- 
selben Methode”), mit der ein Phosphorumsatz im Zentral- 
nervensystem nachgewiesen wurde, der Frage eines solchen in 
den peripheren Nerven nachzugehen. 

Zur Untersuchung wurden Froschischiadici von der Knie- 
kehle aufwirts bis etwa 1 cm vom Plexus benutzt. Auf die 
Erfahrung von Hirschberg und Winterstein, daf einander 
moglichst genau entsprechende Stellen zu wihlen sind, da sici: 
sonst eine betrichtliche Differenz im N-Gehalt der zu ver- 
gleichenden Nervenmengen ergibt, wurde sorgfaltig Riicksicht 
genommen. Dennoch ergab sich fiir den P-Gehalt der einzelnen 
Nerven eine zu hohe Differenz, als daB man wie beim Riicken- 
mark die beiden Lingshalften, so hier die Nervenmengen mit- 
einander vergleichen kénnte. So wurden dann schlieBlich die 
Versuche so angesetzt, daB einfach eine Nervenmenge und die 
zu ihrer Aufbewahrung dienende Versuchsflissigkeit unter- 
sucht wurde. 





1) Hirschberg u. Winterstein, Diese Zs. Bd. 108, 8. 27 (1919). 
*) Hecker u. Winterstein, Diese Zs. Bd. 128, 8. 302 (1923). 
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Das Gewicht zweier Ischiadici ist zu gering, so daB man 
zweckmibig wenigstens 4 Nerven zur Untersuchung verwendet. 

In dem ersten Versuch (siehe unten) wurden die Nerven 
yon 2 Tagen gesammelt und zwar derartig, da8 zunichst die 
zwei rechten Ischiadici zweier Frésche in das zur Verbrennung 
dienende Siuregemisch kamen, die zwei linken fiir 24 Stunden 
in 6 ccm einer mit O, durchstrémten 0,7 °/, igen NaCl-Lésung 
sebracht wurden; in die gleiche Lésung kamen am nichsten 
Tag wieder fiir 24 Stunden die linken Ischiadici zweier weiteren 
Frésche; die entsprechenden rechten wurden zu den rechten 
im Saiuregemisch befindlichen hinzugefiigt, so daB dann am 
Schlusse vier rechte Ischiadici sogleich verascht waren, und 
vier linke nach je 24stiindiger Aufbewahrung in 0,7 °/, iger 
NaCl-Lésung. Diese Versuchsanordnung aber wurde spiiter 
nicht mehr benutzt, sondern wie oben erwahnt, von einer Ver- 
sleichung Abstand genommen. 

Der P-Gehalt der gleich nach der Praparation unter- 
suchten Nervensubstanz betrug im Mittel von 3 Analysen 
0,2008 °/, der frischen Substanz (0,2008, 0,2158, 0,1858). Der 
P-Gehalt entspricht also dem des Gesamt-Zentralnervensystems 
(Gehirn + Riickenmark). 

P-Umsatz in der Ruhe. Bei diesem Versuch wurde 
die zuerst oben beschriebene Versuchsanordnung benutzt. 











p. Gehalt der het | P-Gehalt des Filtrats P- Gehalt ae Viena 
veraschten Nerven nerven 
0,2158 a 0,1922 








Da die Differenz des P-Gehalts in das Bereich der indi- 
viduellen Schwankungen hineinfallt, und in der abfiltrierten 
Versuchslésung (oben mit ,,Filtrat“ bezeichnet) kein Phosphor 
nachweisbar war, so ergibt sich, daB ein etwa vorhandener 
P-Umsatz des ruhenden Nerven zu gering ist, als daB er mit 
der verwendeten Methodik feststellbar wire. 

Nach diesem negativen Ergebnis wurde sogleich zu acht- 
stiindigen Reizversuchen iibergegangen, deren Ergebnisse 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIX. 15 
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in der folgenden Tabelle registriert sind. Die Versuchs- 
anordnung war genau dieselbe wie beim Zentralnervensystem, 




















P-Gehalt nach 8 stiindiger Reizung ea 
Nr. in °/) der frischen Substanz P-Umsatz in °/) des 
: P-Gehalts : 

Nerven | Filtrat ; 
= —= on —s —_———— - 3 U 
1 0,2198 | 0,02238 9,21 
2 0,1703 | 0,0220 11,13 
3 0,1994 | 0,0225 10,13 








Auch an den drei von drei neugeborenen Katzen ge- 
sammelten Ischiadici wurde ein Reizversuch angestellt (ein 
Kontroll-Nerv-Muskelpraparat war noch mehrere Stunden er- 
regbar), mit folgendem Ergebnis: 








P-Gehalt nach 8 Stunden Reizung in °/, “nae ae 
der frischen Substanz P-Umsatz in °/, des 
Fon ee P-Gehalts 
Nerven | Filtrat 
0,2044 0,0138 6,32 





Der Ruheversuch an den drei anderen Ischiadici dieser 
Katzen ergab in 8 Stunden Versuchsdauer: 
Nerv 0,2130 °/, Filtrat 0,0065 °/, 
Das Filtrat war aber schwach blutig gefirbt, so daB dieser 
geringe P-Gehalt des Filtrats wohl darauf bezogen werden kann. 


Zusammenfassung. 


Der P-Umsatz des peripheren Nervensystems wurde mit 
der gleichen Methode wie der des Zentralnervensystems 
untersucht. 

Der P-Gehalt der Ischiadici von Fréschen und _ neu- 
geborenen Katzen betrug rund 0,2°/, der frischen Substanz. 

Ein Ruhestoffwechsel lieB sich mit der Bloorschen 
Methode nicht nachweisen. 

Der Reizstoffwechsel war geringer als beim Zentralnerven- 
system, er betrug in 8 Stunden im Mittel etwa 10°/ des 
P-Gehalts der frischen Froschnerven. 














































Untersuchungen iiber den Einfluf der Milieubedingungen 
auf die Atmung’ iiberlebender Gewebe. 
Von 
W. Ryffel. 


Mit 6 Figuren im Text. 


(Aus dem physiologischen Institut der Universitit Ziirich.) 


(Der Redaktion zugegangen am 31. Mai 1923.) 


Kinleitung. 

Untersuchungen iiber das Wesen des Avitaminosezustandes, 
wie sie in letzter Zeit von verschiedenen Seiten bekannt ge- 
geben worden sind, haben der Untersuchungsmethode der In- 

| -vitroatmung eine erhéhte Bedeutung verschaffit. Daraus er- 
J | gab sich der Wunsch, die Invitroatmung selbst als Methode 
| genauer zu studieren, insbesondere die Faktoren kennen zu 
lernen, welche fiir die Resultate derselben von Bedeutung sind. 

Bei den in unserm Institut durchgefiihrten Untersuchungen 
kam die von W. Lipschitz") angegebene m-Dinitrobenzol- 
methode in Anwendung, welche darauf beruht, daB iiberlebendes 
zerschnittenes Gewebe m-Dinitrobenzol durch Sauerstoffabspal- 
tung in Nitrophenylhydroxylamin iiberfiihrt. Die Menge dieser 

— in bestimmter Zeit — entstehenden Substanz ist das MaB fiir 

die Intensitit der Sauerstoffzehrung. Sie laBt sich, weil ein 
Farbstoff, durch Kolorimetrie leicht quantitativ bestimmen. 
Bereits haben Lipschitz und Lipschitz und Gottschalk 
die Bedeutung der Milieubedingungen z. ‘I’. experimentell ver- 
folgt. Sie stellten die Abhingigkeit des an der Dinitroreduk- 


gs 
: 4 





1) W. Lipschitz, Diese Zs. Bd. 109, H. 5, (1920), ferner Pfliigers 
Arch. Bd. 183, 275 (1920); W. Lipschitz und A. Gottschalk, Pfliigers 
Arch. Bd. 191, 1 und 191, 33. W. Lipschitz, und G. Hertwig, Pfliigers 
Arch. Bd. 191, 51. 
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tion gemessenen Atmungsprozesses von der Intaktheit der Zell- 
struktur fest, die Narkotisierbarkeit, Kmpfindlichkeit gegen Blau- 
siure, die Thermolabilitét. Auch wurde der KinfluB der Gegenwart 
einer Reihe von Substanzen, fiir welche eine Rolle im Atmungs. 
chemismus z. T. erwiesen, z. I. zu vermuten war, kontrolliert, 

Auch von W. R. Hess") und von Hess und Messerli? 
wurden methodische Orientierungen gegeben, nimlich in Hin- 
sicht auf die Bedeutung der Temperatur und speziell des 
Grades der Zerteilung des Gewebes. Die Bedeutung der 
Methode rechtfertigt, daB wir noch nach weiteren Erfahrungen 
suchen und zwar nicht nur mit Riicksicht auf die spezielle Ver- 
wertung im Sinne der Avitaminoseforschung. Wir verweisen auf 
Ausfiihrungen, die an anderer Stelle zur Publikation gelangen.* 

Unsere Fragestellung lautet auf den EinfluB der Phos- 
phat-lonenkonzentration, der H-Ionenkonzentration 
und der Reaktionstemperatur auf die Atmungsgeschwindig- 
keit von tiberlebendem Muskelgewebe. 

Einige wesentliche Kenntnisse iiber diese Punkte ver- 
danken wir den Untersuchungen von Batelli und Stern.‘ 
Die genannten Autoren arbeiteten nach der Methode der Mes- 
sung des Verbrauches an gasférmigem Sauerstoff unter gleich- 
zeitiger Kontrolle der Kohlensiureproduktion. Der LEinflus 
der Temperatur an Maikaifer und im Fliegenlarvenbrei 
gepriift, ergab ein Temperaturoptimum bei 40°. Die Bedeu- 
tung der Reaktion des Mediums wurde dahin gefunden, daf 





1) W. R. Hess, Die Rolle der Vitamine im Zellchemismus. Diese 
Zs. Bd. 117, S. 284 (1921). 

2) W. R. Hess und N. Messerli, Untersuchungen iiber die Ge- 
webeatmung bei Avitaminose. Diese Zs. Bd. 119, S. 176 (1922). 

8) W. R. Hess und W. Ryffel. Untersuchungen iiber das 
Atmungsvermégen der Fischmuskulatur. Ein Beitrag zur Physivlogie 
und Biologie des Muskels. Pfliigers Arch. (1923). 

*) Batelli und Stern: Untersuchungen iiber die Atmung zer- 
riebener Insekten. Biochem. Zs. Bd. 11, 8. 35 (1918). — Dieselben: 
Recherches sur la respiration élémentaire des tissus. Journ. de Physiol. 
IX pag. 1 et pag. 34. — Dieselben: Les échanges respiratoires dans 
les émulsions des tissus animaux, C. R. Soc. de Biol. LX pag. 679. — 


Dieselben: Akzessorische Atmung in den Tiergeweben. Biochem. Zs. 
Bd. XXI. S. 467. 
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leicht alkalische Reaktion den Gaswechsel oft begiinstige. Bei 
starker alkalischer Reaktion werde dieser abgeschwicht, ebenso 
bei saurer Reaktion. Das Phosphation wird teils ohne EinfluB 
gefunden, teils wird eine Steigerung der Gewebeatmung kon- 
statiert. Einzelne hier interessierende Angaben finden sich 
auch in den bekannten Arbeiten von Meyerhof}), tiber die 
Energieumwandlungen im Muskel, speziell in der IV. Mittei- 
lung. Wir werden bei der Besprechung der Phosphatwirkung 
Gelegenheit haben, darauf Bezug zu nehmen. 


Allgemein Methodisches. 


Das Verarbeiten der Tiere geschah entsprechend dem 
Vorgehen von W. R. Hess in folgender Weise: Nach Dekapi- 
tieren und Ausblutenlassen wurde der Kérper mit eisgekiihlter 
Ringerlésung vom linken Ventrikel aus durchspiilt. Diese 
VorsichtsmaBregel ist geboten, damit nicht durch die Blut- 
kérperchen ein Sauerstoffvorrat in die Gewebesuspension ge- 
bracht wird, dessen Zehrung der Messung entgehen wiirde. 
Die Verwendung von eiskalter Lésung geschieht in der Ab- 
sicht, die Fermentprozesse im Gewebe nach Aufhéren der 
Zirkulation sofort zu hemmen. Damit soll verhindert werden, 
daB Produkte der anoxydativen Periode zwischen sistierter 
Blutversorgung der Gewebe bis zur erfolgten Suspendierung 
des fein verteilten Gewebes im kiinstlichen Atmungsmilieu in 
den eigentlichen Atmungsversuch hiniiber genommen werden. 

Die Zerteilung des Gewebes erfolgte vermittelst der speziell 
fiir die Invitroatmungversuche von Hess angegebenen Schneide- 
maschine. Sie macht es méglich, selbst bei Verarbeitung einer 
eréBeren Anzahl von Organen in kiirzester Zeit nach Schlachtung. 
des Tieres das Gewebe in den Atmungsversuch zu bringen 
Gleichzeitig ist durch die Schneidemaschine eine GleichmaBigkeit 
des Zerteilungsgrades (,,KorngréBe“ der Gewebepartikel) gewahr- 
leistet. DaB dieser Umstand Beriicksichtigung verlangt, beweisen 
die bereits erwihnten Untersuchungen von Hess und Messerli. 





*) O. Meyerhof, Die Energieumwandlungen im Muskel. IV. Mitt.: 
Uber die Milchsiiurebildung in der zerschnittenen Muskulatur. Pfliigers 
Arch. Bd. 188, S. 114 (1921). 
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Vom zerschnittenen Gewebe wurden je 1 g abgewogen und 
in 10 ccm eiskalte gepufferte Ringerlésung gebracht. Diese 
diente zum kurzen Auswaschen des Geweves zum Zwecke, die 
bei der Zerschneidung durch die eréftneten Zellen in Liésung 
iibertretenden Substanzen zu beseitigen und die bereits gebil- 
dete Saiure durch die Puffersubstanz der Spiilflissigkeit abzu- 
fangen. — Dann wurde das zerschnittene Gewebe in die 10 ccm 
von der gepufferten Ringerlésung enthaltenden Reagierréhrchen 
eingebracht und jedem Réhrchen 0,1 g pulverisiertes m-Dinitro- 
benzol (von Bender und Hobein) beigegeben. Nach tiichtigem 
Durchschiitteln schlossen wir die Réhrchen mit durchbohrtem 
Kork, brachten sie ins Wasserbad von‘ der gewiinschten Ver- 
suchstemperatur und lieBen dann etwa 5 Minuten lang Stick- 
stoff in die Lésung perlen, um den iiber der Lésung befind- 
lichen Luftsauerstoff zu verdringen. Im Wirmebad wurde 
das in der Lésung suspendierte Gewebe alle 10 Minuten durch- 
geschiittelt. Nach einer Stunde brachten wir die Atmungs- 
réhrchen ins Eiswasser zuriick und versetzten jedes einzelne 
mit einigen Tropfen verdiinnter Essigsiure, um in allen Proben 
denselben Farbton des reaktionsempfindlichen Farbstoffes zu 
erhalten. Huierauf gossen wir die gelbe Lisung vom Gewebe 
ab, versetzten sie nach der Vorschrift von Lipschitz mit 
gleicher Menge 96 °/,igem Alkohol und lieBen sie tiber Nacht im 
Kiskasten stehen. Dann erst wurden die Réhrchen zentrifugiert. 
Auf diese Weise konnten wir jede Triibung mit Sicherheit be- 
seitigen. Die Liésungen ergeben wegen der Verdiinnung mit 
Alkohol natiirlich nur halbe Konzentrationswerte. Im folgenden 
sind aber stets die Ganzwerte angegeben, um die Resultate mit 
anderen Untersuchungsresultaten aus unserm Institut, welche ohne 


Alkoholverdiinnung erhalten waren auf eine Vergleichsbasis zu 
bringen. 


Spezielle Methodik. 


I. Einflu8 der Phosphate auf die Invitroatmung von iiber- 
lebendem Muskelgewebe. 
Die Kenntnis der Phosphatwirkung ist aus zwei Griinden 
von Interesse. Einmal wirken die Phosphate im Reaktions- 
bereich des lebenden Gewebes als Putfer. Sie verzégern dem- 
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entsprechend eine Reaktionsverschiebung des Milieus, was 
deshalb wichtig ist, weil Milchsiure entsteht und die saure 
Reaktion auf die einzelnen Phasen des Dissimilationsprozesses 
zurickwirkt. AuBerdem besteht die besonders durch Embden 
und seine Schule geklirte Beziehung des Phosphorsiureions 
zur dissimilatorischen Aufspaltung des Glykogens. Ein dritter 
Grund, die Rolle der Phosphate bei der Invitroatmung genau 
kennen zu lernen, ergibt sich aus deren Bedeutung in der 
Avitaminoseforschung. Hierbei ist im Auge zu behalten, daB 
durch Schaumann, wenn auch nicht eindeutig, eine Beziehung 
des Phosphorsiuregehaltes des Reises zur Beriberimorbiditit 
festgestellt worden ist. 

Die Feststellung der Farbstoffkonzentration, welche den 
Indikator der Atmungsintensitat darstellt, geschah mittels 
der von W. R. Hess?) angegebenen photographischen Methode. 
Auf eine Kichung in absoluten Werten verzichten wir, da das 
Ziel unserer Untersuchungen ja der Vergleich der Resul- 
tate unter verschiedenen Bedingungen war. Einzelheiten 
der Methodik und fiir spezielle Zwecke notwendige Modifika- 
tionen sind unter den einzelnen Kapiteln angegeben. 

Die Kontrolle der Phosphatwirkung fiihrten wir so aus, 
daB das nach der oben beschriebenen Methode behandelte 
Gewebe zur Atmung in Liésungen von verschiedenem Phosphat- 
gehalt eingetragen wurde. Dabei war in allen Fallen die 
Totalmolekularkonzentration, die H-lonenkonzentration und die 
Versuchstemperatur gleichgehalten. Die Herstellung der Lé- 
sungen mit verschiedenem Phosphatgehalt geschah durch 
Mischung von Ringerlésung mit '/, Mol. Kalium-Phosphatlésung, 
deren Titer auf py = 9, in einzelnen Versuchen py = 10 ein- 
gestellt war. Als atmendes Gewebe diente Muskulatur vom 
Frosch, in andern Versuchen von Taube und schlieBlich auch 
von Meerschweinchen. Jeder Ejinzelversuch erstreckte sich 
jeweils auf sechs verschiedene Phosphatkonzentrationen. Der 
Konzentrationsbereich, innerhalb welchem Variationen vor- 
genommen wurden, war bei den verschiedenen Versuchen zum 





) W. R. Hess, Photographische Konzentrationsbestimmung einer 
Farbstofflésung. Diese Zs. Bd. 119, S. 172 (1922). 
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Teil verschieden gewahlt. Die Anderung der Phosphatkonzen- 
tration hat naturgemif eine Anderung der Konzentration der 
tibrigen Ionen der Ringerlésung zur Folge. Bei der beab- 
sichtigten Konstanzhaltung des osmotischen Druckes der Lisung 
ist dies nicht anders méglich. 

Die Resultate finden sich in Tab. 1 zusammengestelit 
und sind durch Fig. 1 illustriert. Die Anordnung der Resul- 
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Phosphatkonzentration in hundertstel Mol 


Fig. 1. Die Abhingigkeit der Atmungsintensitit von der Phosphatkonzentration. 


Illustriert durch zwei typische Beispiele. 


Kurve 1 bezieht sich auf Versuch Nr. 4 aus Tab. 1 (Taubenbrust- 
muskulatur), Kurve 2 auf Versuch Nr. 6 (Meerschweinchenmuskulatur). 
Betreffend die Versuchsbedingungen vergleiche Legende zu Tabelle 1. 


tate geschah in ansteigender Konzentrationsreihe. Die in den 
Rubriken eingesetzten Zahlen haben die Bedeutung von rela- 
tiven Konzentrationswerten des durch den Atmungsproze8 durch 
Reduktion entstandenen m-Nitrophenylhydroxylamin. Gemif 
den oben gegebenen Ausfiihrungen sind diese Zahlen ein 
Ma’ fiir die Atmungsintensitit wihrend einer Versuchsdauer 
von 1 Stunde. Die Zahlen der ganzen Tabelle, sind unter 
sich wie auch mit den Daten der iibrigen T'abellen vergleichbar, 
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da in allen Versuchen immer mit denselben Mengen der rea- 
gierenden Stoffe gearbeitet und auch die Feststellung der 
Konzentrationen in einheitlicher Weise vollzogen wurde. 

Aus Tabelle und Kurve ergibt sich eine gré8te Atmungs. 
intensitit bei einer Phosphatkonzentration von 0,08—0,09 Mol. 
Dies zeigt sich aus dem nur durch eine Ausnahme (Versuch 
Nr. 4) durchbrochenen Ansteigen der Atmungsintensitit bis zu 
jener Konzentration und dem Konstantbleiben oder Abfallen 
oberhalb jener Konzentration. Offenkundig ist in der Nii 
des Optimums eine Variation der Phosphatkonzentration nicht 
von starker Riickwirkung, es sei auf die Versuchsnummern 7 
und 8 verwiesen. Bei den hohen Werten (Versuch 9) schwanken 
die Werte ziemlich unregelmiBig, die Ursache hierfiir kann 
nicht angegeben werden. Vielleicht hiitte bei so intensiver 
Atmung das Durchschiitteln des atmenden Gewebes hiiufiger 
volizogen werden sollen, um den Austausch mit dem Suspen- 
sionsmilieu der stirkeren Atmungsintensitiit anzupassen. Im 
iibrigen sei bemerkt, daf unser Befund gut mit den Resultaten 
von Meyerhof insofern iibereinstimmt, als der genannte Autor * 
als giinstigste Phosphatkonzentration fiir die Umwandlung von 
Zucker in Milchsiure im iiberlebenden Muskel Konzentrations- 
werte von m/?—m/14 Natriumphosphat findet. Bei der Inter- 
pretation unserer Daten ist zu beachten, daB die Angaben 
iiber die H-lonenkonzentration sich auf den Beginn des Ver- 
suches beziehen. Die Versuchszeit ist mit einer Stunde ab- 
sichtlich so kurz bemessen, damit eine stiirkere Verschiebung 
der Reaktion im Verlauf des Versuches nicht zustande komme. 
Hs ist dies unbedingt ein Vorteil der Farbstoffmethode, dat 
schon in kiirzester Zeit zuverlissige Werte zur Ablesung ge- 
langen kénnen. 

Aus den Resultaten ziehen wir den SchluB, daB bei Heran- 
ziehung von Invitroatmungsversuchen zur Beantwortung be- 
stimmter Fragen das Atmungsmilieu jenen optimalen Phosphat- 
gehalt haben soll. Die durch die bekannten Faktoren herbei- 
gefiihrten Versuchsbedingungen sollen auf méglichste Ent- 





) O. Meyerhof, a. a. O. Pfliigers Arch. Bd. 188, S. 114 (1921). 
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faltung der Atmungsintensitat abzielen, damit die dem 
Studium unterworfenen Faktoren sich unbeeinfluBt durch 
die Hemmungen ungiinstiger Wirkungsbedingung Aus- 
druck verschaffen kénnen. 


II. Einflu@ der H-Ionenkonzentration des Reaktionsmediums 
auf die Invitroatmung von tberlebendem Muskelgewebe. 
Zur Einstellung der Atmungsproben auf eine gewiinschte 


H-lonenkonzentration wurden, den Angaben von Sérensen 
und Michaelis folgend, nachstehende Indikatoren verwertet: 




















Indikator a ‘I — Py, 
«-Dinitrophenol .. . 2.0— 4,7 Umschlagspunkt 4 
p-Nitrophenol. ... . 5,0— 7,9 farblos 6 
m-Nitrophenol .... 6,3— 9,0 Umschlagspunkt 8 
Phenolphthalein .. . 8,5—10,5 schwach rosa 9 

- rot 10 
Tropaeolin 0..... | 11,1—12,7 Umschlagspunkt i2 


Natiirlich darf der Indikator nicht in das Versuchsmilieu selbst 
hineingebracht werden, wegen einer méglichen Beeinflussung 
des Atmungsprozesses. Deshalb gingen wir so vor, daf jede 
der sechs Kinzelproben einer Versuchsreihe doppelt angesetzt 
wurde und zwar in genau gleicher Ausfiihrung, d. h. je 10 ccm 
Phosphat-Ringerlésung und 1g Gewebe. Die Phosphat- 
konzentration war auf 1/,, molar gehalten, also entsprechend 
dem im letzten Abschnitt bezeichneten Wirkungsoptimum. 
Nur in die Doppelréhrchen kamen die Indikatorenzusitze, 
nimlich: ins erste «-Dinitrophenol, worauf so lange verdiinnte 
Kssigsiiure tropfenweise zugegeben wurde, bis das _ gelbe 
Dinitrophenol sich zu entfirben begann. In das zweite 
wurde p-Nitrophenol als Indikator zugesetzt und die Lésung 
mit verdiinnter Essigsiiure so lange titriert, bis die anfainglich 
gelbe Farbe des Indikators ganz verschwunden war. Rohr- 
chen Nr. 3 wurde mit verdiinnter Essigsiure versetzt bis zum 
Umschlagspunkt des m-Nitrophenols von gelb nach farblos. 
Bei Nr. 4 und Nr. 5 verwendeten wir Phenolphthalein als 
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Indikator. Es wurde die leicht alkalische Reaktion der Aus. 
gangslésung auf die Tinktion von py=9 bzw. py = 10 ge. 
bracht, wobei fiir die Erreichung des ersten Wertes noch ganz 
wenig Essigsiure, fiir den zweiten Wert etwas Natronlauge 
zugesetzt werden mute. Durch einen etwas weiter gehenden 
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Fig. 2. Einfln8 der H-Ionenkonzentration des Milieus auf die Invitroatmung 
iiberlebender Gewebe. Illustriert durch zwei typische Beispiele. 


Kurve I bezieht sich auf Versuch Nr. 13 aus Tab. 2 (Taubenbrust- 
muskulatur), Kurve II auf Versuch Nr. 14 aus Tab. 2 (Meerschweinchen- 
muskulatur). Im iibrigen vergl. Legende zu Tab. 2. 


Zusatz von Natronlauge wurde schlieBlich in einem letzten 
Rohrehen auf Tropaeolin 0 Umschlag eingestellt, d.h. auf 
pr = 12. 

In jedes Atmungsréhrchen kam die gleiche Tropfenzahl 
von Essigsiiure bzw. Natronlauge, wie in das ihm zugeordnete 
Indikatoren-Doppelréhrchen. Die Reaktionen waren damit auf 
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denselben Wert gebracht, ohne da8 die Atmungsréhrchen selbst 
indikatorhaltig wurden. 


Die Anwendung von Hssigsiure bietet nun allerdings, wie 
wir erst nachtraglich beachteten, einen Angriffspunkt zur Kritik, 
Ks kénnte von der Essigsiure als Brennmaterial eine Beein- 
flussung der Atmung herbeigefiihrt werden. Dieser Eftekt 
ware aber sicher sehr gering; unter keinen Umstinden tritt er 
in stérende Konkurrenz mit der Steigerung der Atmungsinten- 
sitiit, wie sie durch Verschiebung der H-Ionenkonzentration in 
unseren Resultaten zum Ausdruck kommt. Auf das Endresultat 
kann sie nur den EinfluB gehabt haben, daB die an und fiir sich 
niedrigen Atmungswerte der sauer gehaltenen Proben noch etwas 
niedriger ausgefallen wiiren. 


Die Proben, bei welchen die Atmung ein gréBeres Aus- 


maB aufweist und in welchen das Reaktionsoptimum liegt, 
waren essigsiiurefrei. 


Die Arbeit der EKinstellung der Wasserstoffzahl wurde 
vorgenommen wihrend simtliche Réhrchen in Eiswasser standen. 


Die Resultate der Versuche sind in Tab. 2 zusammen- 
gestellt und durch Fig. 2 illustriert. 


Die Durchsicht der Resultate ergibt eine sehr aus- 
gesprochene Abhingigkeit der Atmungsintensitat von der Re- 
aktion des Milieus. Mit Ausnahme von Versuch Nr. 12 finden 
wir sie am gréBten bei pg = 10. 

Den gréBten Unterschied treffen wir zwischen py = 6 bis 
Pu = 8. Eine zunehmende Saiuerung von pq = 8 hat weniger 
zu bedeuten, ebenso die Unterschiede zwischen py = 8 und 
pu = 10. Beim Ubergang von pa = 10 zu py = 12 resultiert 
wieder ein ziemlich steiler Abfall mit Ausnahme von Versuch 
Nr. 12. Es ist nicht unwahrscheinlich, daB fiir dieses von 
anderen Versuchen abweichende Verhalten ein ungeniigender 
Austausch zwischen atmendem Gewebe und Suspensionsfliissig- 
keit verantwortlich zu machen ist. Die Abweichung lift sich 
wenigstens dadurch erkliren, daB die Milchsiurebildung, welche 
atzt, bei der ‘l'aubenmuskulatur offenbar in hohem Umfange 
erfolgt, die Reaktion im atmenden Gewebe von pq = 12 nach 
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links, d. h. in das giinstigere Reaktionsgebiet pq = 10 hiniiber- 
schiebt. In den Réhrchen, deren Suspensionsfliissigkeiten 
py = 8 und py = 10 aufweisen, mag durch eben diese Ver- 
schiebung nach der sauren Seite im Innern des Gewebes eine 
etwas saurere Reaktion bestehen, als der Angabe entspricht. 
GemaiB dieser Uberlegung wurde bei den niichsten Versuchen 
mit Tauben- und mit Meerschweinchenmuskulatur, alle 4 Mi- 
nuten gut durchschiittelt. Tatsiichlich verschob sich bei diesen 
Versuchen das Maximum in die Kolonne py = 10. Unter 
Einschatzung eines unvermeidlichen Gefilles der H-lonen- 
konzentration zwischen Gewebe und Suspensionsfliissigkeit 
dirfen wir danach das wirkliche Optimum in die Nihe 
des Reaktionspunktes py = 9 verlegen. 

AuBer den tabellarisch reproduzierten Versuchen sind 
noch zwei weitere Versuche ausgefiihrt worden, nimlich mit 
Taubenleber und mit Meerschweinchengehirn. Die verwendete 
Gewebsmenge war hier nur halb so grob. Sie bestitigen aber 
die iibrigen Versuchsresultate. 


III. Einflu8 der Temperatur auf die Invitroatmung 
iiberlebender Gewebe. 


Bei den auf die Bedeutung der Atmungstemperatur ge- 
richteten Untersuchungen erachteten wir deshalb eine gréBere 
Zahl von Einzelversuchen als notwendig, weil hier am ehesten 
Unterschiede zwischen der Muskulatur verschiedener Tierarten 
zu erwarten waren. Die Gewebsatmung vollzieht sich intra 
vitam bei wechselwarmen Tieren, bei Siugern und bei Végeln 
unter verschiedenen Temperaturverhiltnissen. Deshalb hielten 
wir es des Interesses wert, fiir jede Tierart eine eigene 
Versuchsgruppe zu bilden. Die Zusammensetzung der Sus- 
pensionsfliissigkeit entsprach betreffs Phosphation und betreffs 
H-lon den gefundenen Reaktionsoptima. 

Die spezielle Versuchsanordnung, durch welche eine Ab- 
stufung der Atmungstemperaturen zwischen den einzelnen 
Proben einer Versuchsserie herbeigefiihrt wurde, war folgende: 

Kin Messingrohr von geniigender Weite war in Abstainden 
von 15 cm angebohrt. Das einzelne Bohrloch betrug '/, mm 
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im Durchmesser. An einer Bohrstelle wurde nur ein Loch. 
an der nichsten zwei, an den weiteren Bohrstellen eine imme; 
gréBere Zahl von Bohrléchern nebeneinandergesetzt. An den 
einen Ende war das Rohr verschlossen, das andere Ende kam 
in Verbindung mit einem Gaszufiihrungsschlauch. Das ent. 
zundete Gas bildet iiber den einzelnen Bohrléchern Stich. 
flammen und zwar an der ersten Bohrstelle eine einzelne, ay 
der zweiten zwei Stichflammen nebeneinander, an der dritten, 
vierten und fiinften eine Mehrzahl. Ihre Heizkraft nimmt 
natiirlich mit der Zahl der Bohrlécher zu. 

Uber den Bohrstellen des horizontal gelagerten Heizrohres 
waren mit Wasser gefiillte Bechergliser auf DreifiiBen mit 
Drahtnetzen aufgestellt. GemiB der beschriebenen Anordnung 
war die Erwirmung iiber der ersten Bohrstelle am geringsten, 
itiber der letzten am gréBten. In das dritte Becherglas ist 
ein Atherdampf-Thermoregulator zur Einstellung dieses einen 
Bades auf 40° versenkt. Die Regulation der iibrigen Biider 
erfolgt von diesem Glas aus zwangsliufig entsprechend der 
gemeinschaftlichen Gaszufuhr, nimlich einerseits auf niedrigere, 
anderseits auf héhere Temperaturlagen. Nach einiger Zeit 
des Heizens ist die Temperatur auf ein Gleichgewicht ein- 
gestellt, welches im RegulatorgefiB nur innerbalb weniger 
Zebntelgrade schwankt. In den FligelgefiBben rechts und 
links vom Gefi8 mit dem Thermoregulator sind die Schwan- 
kungen allerdings etwas gréBer. Hier ist aber eine strenge 
Hinhaltung der Versuchstemperatur wenig bedeutsam. 

Mit dem eigentlichen Versuch wurde erst begonnen, nach- 
dem ‘lemperaturkonstanz erreicht war. Die Verarbeitung des 
Gewebes geschah in der friiher beschriebenen Weise. Ein 
kleiner Versuchsfehler mufte insofern in Kauf genommen 
werden, als nach Kinbringen eines Atmungsréhrchens in das 
Warmebad das Temperaturgleichgewicht vorerst etwas gestort 
wurde. Auch verstrich natiirlich eine gewisse Zeit, bis der 
Inhalt des Reagierréhrchens die Temperatur des Wasserbades 
angenommen hatte. Etwelche Bedeutung hat dies fir die 
hdheren Versuchstemperaturen, indem zur Erreichung derselben 
natiirlich das optimale Temperaturgebiet durchlaufen werden 
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muBbte. Dieser Fehler mu8 in dem bei 70° erhobenen Atmungs- 
werte natiirlich auch enthalten sein. Da diese Zahlen aber 
sehr niedrig sind, kann auch der erwihnte Fehler nicht grob 
sein. Die Resultate sind in den Tab. 3, 4 und 5 zusammen- 


gestellt, auBerdem durch die Fig. 3, 4, 5 und 6 illustriert. In 
diesen T'abellen muBten zwei Vertikalkolonnen einander parallel 
gefiihrt werden, weil die Versuchstemperatur zwischen den ein- 
zelnen Versuchsserien etwas wechselt. So findet sich jedem 
Atmungswert (in den Kolonnen K) ein Temperaturwert (‘Tl’) 
vorangesetzt. Dieser letztere entspricht dem Mittel aus den 
in jedem Wasserbad in Intervallen von 10 Minuten abgelesenen 
‘'emperaturen. 

Ubereinstimmend finden wir fiir Meerschweinchenmusku- 
latur (lab. 3), fiir Taubenmuskulatur (ab. 4) und fiir Frosch- 
muskulatur (Tab. 5) eine auBerordentlich stark ausgesprochene 
Abhingigkeit der AtmungsgréBe von der Versuchstemperatur. 
Bei Meerschweinchen und Tauben sehen wir ein nach beiden 
Seiten hin steil abfallendes Maximum das bei etwa 40° 
liegt. Natiirlich miissen wir uns das Maximum nicht in Form 
einer Spitze vorstellen, sondern als Kuppe. Die genaue Form 
miiBte noch erst eruiert werden durch eine gréBere Zahl von 
Versuchen, welche in ihrer Temperatur in die Gegend des 
Optimums gelegt werden. Bei Froschmuskulatur ist das 
Optimum nicht auf ein so schmales Temperaturgebiet ein- 
geengt, wie bei den Warmbliitlern. Es ist naheliegend, diese 
Tatsache mit den biologischen Funktionsbedingungen der 
Atmungsfermente des wechselwarmen Tieres in Beziehung 
zu bringen. Dieser Gedanke ist um so eher anzunehmen, als 
auch die Lage des Optimums in der Richtung eines niedrigen 
Temperaturgebietes verschoben ist. 

Die Kurven, speziell beim Meerschweinchen, weisen eine 
bemerkenswerte Stetigkeit auf. Wir méchten dies auf zu- 
nehmende Ubung unsererseits in der experimentellen Technik 
zuriickfiihren und auf die praktische Umsetzung unserer 
Resultate der Versuchsserie betreffend Phosphatkonzentration 
und H-Ionenkonzentration. DaB eine solche Stetigkeit in Er- 
scheinung treten kann, hat insofern Bedeutung, als daraus 
loppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol, Chemie. CXXIX. 16 
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kin 


eine gute experimentelle Beherrschung der fiir die Atmung 
wichtigen Faktoren hervorgeht. 
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Fig. 3. Einfluss der Temperatur auf die Invitroatmung iiberlebender Meerschweinchenmuskalatur. 
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Die Kurven illustrieren die in Tab. 3 zusammengestellten Versuclic. 
_ Die Mittelwerte sind durch die gestrichelte Kurve dargestellt. Im iibrigen 
vergl. Legende zu Tab. 3. 


Zur bessern Ubersicht sind je in den untersten Horizontal- 
kolonnen fiir Temperatur und fir Atmungsintensitiit die Mittel- 
werte aus den einzelnen Versuchsserien der Tabellen aus- 
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gerechnet. Es ist dies angiingig, weil allzu groBe Differenzen 
zwischen Einzelversuchen nicht bestehen und sich alle Daten 
einer Tabelle auf dieselbe Tierart beziehen. In den friiheren 
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Vergl. Legende zu Tab. und Fig. 3. 


Tabellen haben wir keine Berechnung von Mittelzahlen durch- 
gefiihrt, weil die letztgenannten Bedingungen dort nicht er- 
fillt sind. 


Das biologische Interesse konzentriert sich zweifellos auf 
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das Temperaturgebiet zwischen 20 und 70°. Immerhin wurden 
auch Versuche mit niedrigeren ‘l'emperaturen ausgefiilirt 
(Nr. 20, 26, 27, 35, 36, 37), bei denen die Konstanterhaltung 
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Vergl. Legende zu Tab. 3 und Fig 








Einfluss der Temperatur auf die Iuvitroatmung iiberlebender Froschmuaskulatar, 
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Fig. 5. 
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der stiindig itiberwachten Versuchstemperatur durch Zufiigen 
von HKiswasser ins Wasserbad erreicht wurde. 

Zu den Untersuchungen mit Taubenmuskeln wurden 
noch 2 Serien mit Muskulatur von beriberikranken Tauber 
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ausgefiihrt. Ks geschah dies mit Riicksicht auf andere 
Arbeiten aus unserem Institut. Um das Resultat in diesem 
Punkte vorwegzunehmen, sei auf den auferordentlichey 
Unterschied im Atmungsvermégen der Normalmuskulatuy 
und der Beriberimuskulatur hingewiesen, ferner darauf, dag 
die Diskrepanz im Verhalten des Normalgewebes und des 
Beriberigewebes bei der Versuchstemperatur um 35° an 
ausgesprochensten ist. Auch bei 40° ist der Unterschied 
groB, bei hodheren und niedrigeren Versuchstemperaturen 
dagegen geringer. Das Beriberigewebe gehorcht betreffend 
Temperaturabhingigkeit derselben GesetzmiBigkeit wie Ge- 
sundgewebe. 

In samtlichen Tafeln ist die Mittelwertskurve fiir jede 
Tierart unterscheidbar eingezeichnet (gestrichelt), Um das 
Verhalten verschiedener Muskelarten iibersichtlich darzustellen, 
sind die Mittelwertskurven noch in einer Figur vereinigt 
(Fig. 6). Die durch sie gekennzeichneten Atmungsgrifen 
kénnen direkt miteinander verglichen werden. 

Zu beachten ist die relativ geringe Streuung der einzelnen 
Versuchsserien. Die Gruppierung um den Mittelwert ist so 
geschlossen, da fiir die einzelnen Tierarten charakteristische 
Kurventypen entstehen. Es ist eine sehr wichtige Frage, 
ob die noch bestehenden Unterschiede zwischen den Kinzel- 
serien derselben Tierart auf die Methode, oder auf das 
Atmungsvermégen der Gewebe von Tier zu Tier derselben Art 
zu beziehen ist. Wir méchten geneigt sein, letztere zum 
mindesten im Sinne eines wesentlichen Faktors anzunehmen, 
ohne allerdings imstande zu sein, die biologische Bedeutung 
solcher Unterschiede einzuschiitzen. Sehr instruktiv ist die 
Gegeniiberstellung der Mittelwertskurven in Fig. 6.  Ver- 
stindlich ist unseres Erachtens die Temperaturkoinzidenz 
der beiden Maxima bei den Warmbliitlern, Tauben und 
Meerschweinchen. Auffallend ist das Uberragen der Tauben 
iiber Meerschweinchen. Einigermafen unerwartet ist die 
Uberhéhung der Meerschweinchenkurve durch die Frosch- 
kurve. Auf eine Erklirung des biologischen Sinnes dieser 
beiden Eigentiimlichkeiten wird in anderem Zusammenhang 
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eingegangen.') Sehr eindrucksvoll ist die breite Form der 
Kuppe beim Frosch und seine Lage im Temperaturbereich 
zwischen 20 und 30°. Man geht kaum fehl, hierin die Kenn- 








influss der Temperatur auf die Invitroatmung iiberlebender Gewebe. 
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Vergleich zwischen invitroatmender Muskulatur verschiedener Tier- 
arten, dargestellt durch Mittelwertskurven. Niihere Angaben vergleiche 
Legende zu Tab. und Fig. 3. 





1) W. R. Hess und W. Ryffel, Atmungsversuche an iiberlebender 
Fischmuskulatur. Ein Beitrag zur Physiologie und Biologie des Muskels. 
Pfliigers Arch. (1923). 
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zeichnung der ‘lemperaturbedingungen zu erblicken, untey 
welchen der Froschmuskel auch intra vitam seine grifte 
Funktionsfahigkeit besitzt. Die breite Wélbung der Kuppe 
ist dabei der Ausdruck einer Anpassungsfihigkeit seines Goe- 
webes an verschiedene Temperaturbedingungen. 


Ausammenfassung. 


Es werden Untersuchungen iiber die Bedeutung verschie- 
dener Faktoren fir den Ablauf der in vitro beobachteten 
Atmung von iiberlebendem Muskelgewebe angestellt. Die 
Untersuchungen erstreckten sich auf die Feststellung des Kin- 
flusses des Phosphorsaureions in wechselnder Konzentration, 
auf die H-[onenkonzentration und auf die Versuchs- 
temperatur. Als Versuchsobjekt diente Muskulatur von 
Meerschweinchen als Siuger, von Taube als Vertreter einer 
Vogelart und vom Frosch als einem wechselwarmen Tier. Die 
Messung der AtmungsgréBe erfolgt durch die Reduktion von 
m-Dinitrobenzol durch das sauerstoffzehrende, iiberlebende 
Gewebe (Prinzip der Methode von A. Lipschitz). Die 
speziellen Versuchsanordnungen betreffend Behandlung des 
Versuchsmaterials erfolgten in Anlehnung an die friheren 
Arbeiten aus unserem Institut. 

Als Resultat. ergibt sich fiir das Phosphorsiureion 
eine ausgesprochene Abhingigkeit von dessen Konzentration 
in der Suspensionsfliissigkeit. Ist diese frei von Phosphat, 
so atmet das Gewebe nur schwach. Bei einer Konzentration 
von 0,08—0.09 Mol.= PO, ist die Atmung am stirksten. 
Bei zunehmender Konzentration erfolgt wieder ein Abfallen. 
Dieses Resultat ist zweifellos im Zusammenhang mit den Be- 
obachtungen von Meyerhof iiber die Beziehung zwischen 
Phosphation und Milchsaurebildung im iiberlebenden Gewebe. 

Unterschiede zwischen den einzelnen Muskelarten wurden 
betreffend den Kinflu8 der Phosphate nicht festgestellt. 

In bezug auf die H-Ionenkonzentration wird ein 
Optimum bei p, =9 bis p, = 10 festgestellt. Auch im 
Reaktionsbereich von py = 4 atmet das Gewebe, jedoch nur 
mit einem Bruchteil der Intensitit des Optimums. Der Ab 
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fall der AtmungsgréBe erfolgt hauptsichlich zwischen py = 6 
und py = 8 auf der sauren, zwischen py = 10 und py = 12 
auf der alkalischen Seite. Unterschiede zwischen den einzelnen 
Muskelarten werden auch hier nicht konstatiert. 

Die Versuchstemperatur zeigt ebenfalls ein Optimum, 
welches bei Meerschweinchen- und ‘Taubenmuskulatur, be- 
sonders aber bei letzterer, in ein sehr enges Gebiet um 40° 
fullt. Bei Froschmuskulatur zeigt sich das Optimum in Form 
einer breitern Kuppe zwischen 20 und 35° Die Maximal- 
werte der verschiedenen Muskulaturen, unter sich verglichen, 
ergeben fiir Tauben die héchste, fiir Meerschweinchen die 
niedrigsten Werte. 





(Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. W. H. R. Hess.) 
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Vergleichende Untersuchungen iiber die Atmungsgriéfe 
verschiedener Gewebearten und ihren Gehalt an 
Vitaminfaktor B. 

Von 
K. Rohr. 

Mit 2 Figuren im Text. 


(Aus dem physiol. Institut der Universitaét Zitrich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31. Mai 1923.) 


Die Untersuchungen, iiber welche an dieser Stelle berichtet 
wird, wurden in unmittelbarem Anschlu8 an die Arbeiten durch- 
gefiihrt, welche aus unserem Institut iiber das Wesen der 
Avitaminose bereits erschienen sind. 

Versuche von W. R. Hess und N. Takahashi?) hatten 
gezeigt, daB sich auf biologischem Wege im Gewebe von Avit- 
aminosetauben ein stoffliches Defizit nachweisen liBt. Die 
genannten Autoren hatten Mausen und Ratten, welche auf 
elnseitigem Ernihrungsregime gehalten waren, Gewebezulagen 
gegeben, die einerseits von gesunden, anderseits von beriberi- 
kranken Tauben stammten. Dabei stellte sich eine ausgesprochene 
héhere Wertigkeit des Gesundgewebes heraus beziiglich der Ver- 
hiitung des Ausbruchs von Avitaminoseerscheinungen. Die 
nichsten Versuche von W. R. Hess?) erstreckten sich auf Unter- 
suchungen iiber das in vitro feststellbare Atmungsvermégen 
des Avitaminosegewebes, wobei dieses in seinem Verhalten in 
Vergleich gesetzt wurde zum Gesundgewebe. Dieser Vergleich 
ergab eine ausgesprochene Atmungsinsuffizienz des Beriberi- 





1) W. R. Hess, und N. Takahashi, Nachweis eines stofflichen 
Defizites im Gewebe an Avitaminose erkrankter Tiere. Biochem. Zs. 
Bd. 122, S. 193, (1921). 

*) W. R. HeB, Die Rolle der Vitamine im Zellorganismus. Diese Zs. 
Bd. 117, S. 284 (1921). . 
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sewebes. Dieser Befund bestitigte die Folgerungen, welche 
Dutcher!) aus seinen Untersuchungen iiber den Katalasegehalt 
der Gewebe von gesunden und von beriberikranken Tauben 
gezogen hatte. Sie bestitigten und erweiterten auch die 
Beobachtungen, welche von Abderhalden?) und Mitarbeitern 
einerseits tiber die StoffwechselgréBe von Beriberitauben, ander- 
seits von in vitro atmendem Gewebe bekannt gegeben worden 
waren. Diese Ubereinstimmung der Resultate voneinander 
unabhingig durchgefiihrter Untersuchungen ist um so beachtens- 
werter, als sie mit verschiedenen Methoden erreicht worden ist. 

Mit der Feststellung eines geschidigten Atmungsvermégens 
der Beriberigewebe ergab sich die Frage nach der Bedeutung 
dieser Erscheinung im Symptomenkomplex der Vogelberiberi. 
Ohne speziell hierauf gerichtete Untersuchungen JaBt sich 
nichts dariiber aussagen, ob es sich bei der Atmungsinsuffizienz 
der Beriberigewebe um das ursichliche Moment der schon 
friher als charakteristisch erkannten Beriberisymptome 
handelt. Mit demselben Grad von Wahrscheinlichkeit laBt der 
Befund noch andere Méglichkeiten offen. Die Atmungsinsuffizienz 
kénnte auch eine ganz uncharakteristische, unspezifische Begleit- 
oder Folgeerscheinung darstellen. 

Finden wir doch in den Arbeiten von Abderhalden von 
Befunden berichtet, welche eine Herabsetzung des Atmungs- 
vermégens auch fiir Muskulatur von Tauben erweisen, die an 
einer von Beriberi absolut verschiedenen Krankheit litten. 
Obgleich Abderhalden selbst heute auf diese Feststellungen, 
wie es scheint, nicht mehr achtet, miissen wir in ihnen doch 
den Hinweis erkennen, daB die Atmungsbefunde fur sich iiber ihre 
Rolle in der Pathogenese der Vogelberiberi nichts prijudizieren. 

Kin Schritt in der Richtung, der Atmungsinsuffizienz 
des Beriberigewebes ihre Deutung zu geben, waren des- 
halb die Blausiureversuche von W.R. Hess.’) Von diesem 


') Dutcher, Vitamine Studies I; J]. of Biol. Chem. Vol. 36 (1918). 
*) E. Abderhalden und Mitarbeiter, Beitrige zur Kenntnis von 
organischen Nahrungsstoffen mit spezifischer Wirkung. I. Mitteilung 
Pfliigers Arch. Bd. 172 (1918) bis XXIII. Mitteilung Bd. 198 (1928). 

*) W. R. Hess, a.a.O. Bd. 117, S. 284 (1921). 
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Gift ist bekannt, daB es die Atmungstiitigkeit der Gewebhe 
hemmt. Bei geeigneter Dosierung kann dementsprechend dure}, 
Blausiiure im akuten Versuche ein Zustand herbeigefiihrt werden, 
welcher mit dem Beriberizustand das gemeinschaftliche 
Symptom einer herabgesetzten Atmung aufweist. 

Die Resultate der Blausiureversuche lassen nun daran 
keinen Zweifel, daB im Vergiftungsbild die ganze Gruppe der 
einzelnen Symptome des Beriberizustandes in Erscheinung tritt, 
sowohl was das Verhalten der Tiere — Krimpfe mit Opistlhi- 
tonus, Riickwirtsiiberschlagen, Gleichgewichtsstérungen —, als 
auch in gewissem AusmaB die Veranderung an ‘Temperatur, Puls 
und Atmung betrifft. Ein weiterer Parallelismus konnte neuer- 
dings von Fleisch?) am Gasgehalt des Blutes festgestellt werden. 
So erschien der SchluB gerechtfertigt, daB wir in der herabh- 
gesetzten Gewebeatmung ein ursachliches Moment 
der bekannten, lingst als charakteristisch erkannten Symptome 
des Beriberizustandes vor uns haben. 

Die Tragweite einer solchen SchluBfolgerung liBt es 
wiinschenswert erscheinen, die durch sie beanwortete Frage 
noch von einer andern Seite anzugreifen. Es soll noch weiteres 
experimentelles Material gesucht werden, welches gestattet, der 
Atmungsinsuffizienz des Beriberigewebes eine Deutung zu geben. 
Damit haben wir das Arbeitsziel der vorliegenden Arbeit 
gekennzeichnet. Der eingeschlagene Weg war folgender: Durch 
die friiheren Untersuchungen iiber die Invitroatmung verschieden- 
artiger Gewebe kénnen die einzelnen Organe nach der Atmungs- 
gréBe in eine Rangordnung gereiht werden. Nach dem Material 
der mit der Lipschitz’schen?) Methode angestellten Unter- 
suchungen von W.R. Hess*) und W.R. Hess und N. Messerli*) 





1) A. Fleisch, Blutanalysen bei geschidigter Gewebeatmung, ein 
Beitrag zum Wesen der Vogelberiberi. Arch. fiir exper. Pathol. Bd. 95, 
S. 17 (1922). 

2) W. Lipschitz, Mechanismus der Giftwirkung aromatischer Nitro- 
verbindungen, zugleich ein Beitrag zum Atmungsproblem tierischer und 
pflanzlicher Zellen. Diese Zs. Bd. 109, S. 189 (1920). 

5) W. R. Hess, a. a. O. s. Bd. 17, S, 284 (1921). 

4) W. R. Hess und N. Messerli, Untersuchungen iiber die Gewebe- 
utinung bei Avitaminose. Diese Zs. Bd. 119, S. 176 (1922). 
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lautet sie in absteigender Richtung: Niere, Leber, Gehirn, 
Herzmuskulatur, Brustmuskulatur. 

Bemerkenswerterweise stimmt sie mit der von Dutcher?) 
angegebenen Katalasereihe weitgehend iiberein, eine T'atsache, 
welcher in der Frage nach der Bedeutung der Katalase in 
den Geweben zweifellos groBes Interesse zukommt. Nur Leber 
und Niere sehen wir vertauscht. Gegeniiber den Resultaten der 
Indophenolmethode’) bestehen allerdings starke Abweichungen. 
Kine Erklarung ist vielleicht dadurch gegeben, dab die Lip- 
schitz sche Methode die Gesamtreduktionsleistung der Gewebe 
erfaBt, waihrend dies bei der Indophenolmethode bekanntlich 
nicht der Fall ist. 

Kine Rangordnung 1laBt sich fiir die einzelnen Organe 
nun auch in dem Sinne suchen, da sie nach ihrer Schutz- 
wirkung gegen das Ausbrechen von Avitaminosesym- 
ptomen gereiht werden. Ein solches Vorgehen folgt dem Ge- 
danken, daB ein bestimmtes Quantum eines Gewebes den 
Ausbruch der Symptome um so eher hinausschiebt oder ver- 
hindert, je gréBer sein Gehalt an B-Faktor ist. 

Die Antwort auf unsere Fragestellung erwarten wir aus 
der Gegeniiberstellung der Organreihe, geordnet nach ‘der 
AtmungsgréBe, mit der Organreihe, geordnet nach dem B-Faktor- 
gehalt. Steht der B-Faktor in einer stofflichen Beziehung zu 
den die Atmung unterhaltenden Biokatalysatoren, so muB dies 
in einer Ubereinstimmung der beiden Reihen zum Ausdruck 
kommen. 


Die AtmungsgréBe verschiedener Gewebearten. 


a) Methodik. 


Wie erwihnt, liegt bereits Material vor, welches einzelne 
Gewebearten nach der Intensitit ihrer Invitroatmung ordnen 
liBt. Gleichwohl haben wir noch selbst auf diesen Punkt 
gerichtete Untersuchungen ausgefiihrt. Jene Versuche beziehen 


‘) Dutcher, Jl. of Biol. Chem. Vol. 36 (1918). 
*) H. M. Vernon, The Indophenol Oxydase of Mammalian and Avian 
Vissues. J. of Physiol. Vol. 43 (1911/12). 
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sich nimlich auf Tauben. Fir die Gewinnung der Gewebe 
zum Zwecke der Verfiitterung griffen wir aus 6konomischen 
Griinden auf Meerschweinchen zuriick. Dabei dachten wir 
auch daran, daB es von Interesse ist, Werte von einer 
andern Tierart zu erhalten, um unterrichtet zu werden, ob dort 
analoge Verhiltnisse beziiglich der Reihenfolge vorgefunden 
werden, oder ob einzelne Organe ihre Stellung vertauschen. Nur 
im ersteren Falle diirfte die AtmungsgréBe als eine spezifische 
Kigenschaft der einzelnen Organgewebe betrachtet werden. 

Die Feststellung der AtmungsgréBe geschah auch hier 
nach der Dinitrobenzolmethode und zwar in der in unserm 
Institute geiibten speziellen Ausfiihrung. Ich verweise auf die 
Mitteilungen von Lipschitz?) einerseits und diejenigen von 
W.R. Hess?) anderseits. Weitere Angaben finden sich in der 
Arbeit von W. Ryffel,*) welche sich speziell mit der Methodik 
der Invitroatmung befaBt. In dieser Arbeit sind auch die 
Argumente fiir Einzelheiten unseres methodischen Vorgehens 
angegeben: 

Das durch Dekapitieren getitete Tier wird vom linken 
Ventrikel aus mit eisgekiihlter Ringerlésung durchspiilt, bis 
die aus dem rechten Vorhof austretende Fliissigkeit blutfrei 
ist. Die einzelnen Organe werden sofort entnommen und fiir 
die kurze Frist bis zum Zerschneiden auf Eis gelegt. Der 
Reihe nach werden die Organe maschinell kleingeschnitten 
und zwar in eine ,Korngré8e“ von 0,5 mm. Von jeder klein- 
geschnittenen Organmasse wird die fiir den Versuch bestimmte 
Organmenge abgewogen und in je 10 ccm eisgekihlter, mit 
Phosphat gepufferter Ringerlésung eingetragen. Nach kurzem 
Durchschiitteln wird die Waschfliissigkeit abgegossen und durch 
neue 10 ccm Phosphatringerlésung ersetzt. Jedem Réhrchen 
setzen wir sodann 0,1 g m-Dinitrobenzol (Bender u. Hobein) 
zu. Die Reagierrdhrchen werden zugepfropft und die iiber 
der Fliissigkeit liegende Luft durch eingeleiteten Stickstoff 
verdriingt. Nach dieser Vorbereitung kommen die Reagier- 





') W. Lipschitz, a. a, O. Bd. 109, S. 189 (1920). 
*) W. R. Hess, a. a. O. Bd. 117, S. 284 (1921). 
*) W. Ryffel, Die Zs. Bd. 129, S. 223 (1923). 
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réhbrchen zum Atmungsversuch in das auf 40° gehaltene 
Wasserbad. 

Unter Ausniitzung der Untersuchungen von W. Ryffel’) 
betr. Konzentrationsoptimum des Phosphorsiureions wurde die 
Phosphatkonzentration auf 1/,, Mol. eingestellt. Die H’-Jonen- 
konzentration war, ebenfalls den Untersuchungen Ryffels 
folgend, auf p,, = 8,5 gehalten, also entsprechend einer leichten 
Rosatinktion von Phenolphthalein. Auf speziell begriindete 
Abweichungen wird im weitern Text noch hingewiesen werden. 

Die in das Wasserbad eingehingten Reagierréhrchen haben 
wir von 10 zu 10 Minuten gut durchgeschiittelt und von neuem 
mit Stickstoff durchgeblasen. Nach Ablauf einer Stunde kamen 
die Atmungsréhrchen in Kiswasser. Sofort wurden einige Tropfen 
Kssigsiure zugesetzt zur Erzielung eines gleichmaBigen Farb- 
tones des m-Nitrophenylhydroxylamins und zur Erleichterung 
der Beseitigung der ‘Triibungen. Nach Verdiinnung mit 
96°/, igen Alkohol auf das doppelte Volumen wurde zentrifugiert 
und kolorimetriert. Dies letztere geschah unter Anwendung 
des von W.R. Hess’) ausgearbeiteten photometrischen Verfahrens. 
Die abgelesenen Extinktionswerte wurden an Hand einer Tabelle 
in Konzentrationswerte umgerechnet. Die letzteren stellen die 
endgiiltigen Resultate der Versuche dar, indem die Menge des 
entstandenen Farbstoffes — gemiB dem Prinzipe der Lip- 
schitz’schen Methode — das Maf® fiir die Starke der Sauer- 
stofizehrung des untersuchten Gewebes darstellt. Auf einen 
bestimmten Zeitintervall bezogen, kénnen wir auch von einem 
Mab der Atmungsgr6éBe sprechen. 


b) Durchfiihrung der Versuche und Resultate. 


Von den verschiedenen Meerschweinchengeweben kon- 
trollierten wir Muskel, Leber, Niere und Gehirn (GroBhirn). 
Anhingendes Bindegewebe und makroskopisch sichtbares Fett 
wurden sorgfiltig beseitigt. 

Die Resultate von drei Versuchen sind in nachstehender 


’) W. Ryffel, Diese Zs, Bd. 129, S. 223 (1928). 
*) W. R. Hess, Photographische Konzentrationsbestimmung ciner 
Farbstofflésung. Diese Zs. Bd. 119, S. 172 (1922). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIX. 17 
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Tabelle aufgefiihrt. Bei Versuch 1 wurde mit 1 g Organmenge 
gearbeitet, im Versuch 2 und 3 mit 0,8 g. Die Bemessung 
dieser letzteren Dosis geschah aus Griinden, auf welche wir 
noch zu sprechen kommen. Zur besseren Ubersicht wurden 
alle Konzentrationswerte so reduziert, da& wir den griftep 
Wert (von Niere stammend) in jedem Versuche gleich 100 
setzten. Die entsprechenden Daten finden sich in der zweiten 
Horizontalrubrik, fettgedruckt, weil diese Zahlen die von uns 
gesuchte Reihenfolge der Organe angeben und zwar in ihrer 
quantitativen Einordnung. 


Tabelle 1. 


3 Parallelversuche tiber die AtmungsgréfRe 
verschiedenartiger Gewebe. 





















































Nr. 1. 1g Organmenge. 

Gewebeart Niere Leber Gehirn Muskel 
Atmungswert 13,50 7,70 3,20 2,00 
Prozentualwert . 100 57,0 23,4 14,8 

Nr. 2. 0,8 g Organmenge. 

Gewebeart Niere Leber Gehirn Muskel 
Atmungswert 9,90 3,68 2,00 1,60 
Prozentualwert . 100 34,2 20,2 16,1 

Nr. 3. 0,8 g Organmenge. 

Gewebeart Niere Leber Gehirn Muskel 
Atmungswert 12,50 8,92 2,94 2,70 
Prozentualwert . 100 31,4 23,5 21,6 














Legende: Die Atmungswerte sind das durch die Messung fest- 


gestellte relative MaB der AtmungsgréBe, die Prozentualwerte zeigen 
das Verhiltnis der AtmungsgréBe der verschiedenen Organe, wobei der 
Atmungswert der Niere in jedem Versuch gleich 100 gesetzt wurde. 
Man beachte das Uberragen der Nierenatmung und die geringe absolute 
Differenz zwischen Gehirn und Muskel. 
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Der Vergleich zwischen den Resultaten der Kinzelversuche 
zeigt fiir’s erste eine Ubereinstimmung der Reihenfolge; auBerdem 
sehen wir, daB die quantitativen Relationen nicht allzu ver- 
schieden sind. 

Wie zu erkennen, treffen wir auch hier, d. h. beim Meer- 
schweinchen, dieselbe Reihenordnung, wie sie schon von Hess 
und Mitarbeitern') angegeben worden ist; jedenfalls ist sie also 
kein Zufallprodukt, sondern sie kennzeichnet eine Kigentiimlich- 
keit der einzelnen Gewebearten. Dabei sind wir uns dariiber 
im Klaren, daB die Zahlen nur bedingt als MaB fiir den Gehalt 
der einzelnen Gewebe an Atmungsfermenten genommen werden 
diirfen, indem selbst bei strengster Innehaltung der Versuchs- 
bedingungen doch noch andere, im Gewebe liegende Faktoren 
bei verschiedenen Gewebearten in unterschiedlicher Weise mit- 
wirken. Es ergibt sich dies aus der Tatsache, daB die pro 
Masseneinheit berechnete AtmungsgréBe mit der zum 
Versuch angesetzten Menge sich andert. Man ist geneigt, eine 
Proportionalitét der Sauerstoffzehrung mit der angesetzten Ge- 
webemenge zu erwarten. In diesem Falle wiirde sich pro Mengen- 
einheit des Gewebes derselbe Sauerstoffverbrauch ergeben. Tat- 
sichlich bringt eine Verdoppelung der Organmenge eine Verviel- 
fachung der AtmungsgréBe. Wir haben an dieser Stelle auf 
diese Erscheinung nicht weiter einzugehen, um so weniger als 
sie in der Arbeit von P. Roelli*) zur Diskussion gelangt. Wir 
miissen sie aber als Tatsache in der Gestaltung unserer Ver- 
suche in Rechnung tragen. Dies haben wir dadurch getan, 
dai wir den Vergleich der verschiedenen Organe nicht auf 
Versuchen mit nur einem Gewebequantum basieren lassen, wie 
dies in Tabelle 1 zum Zwecke einer ersten Erliuterung ge- 
schehen ist. Tatsiichlich hatten wir jedes Organ bei Ver- 
wendung verschiedener Organmengen gepriift. Tabelle 2 
fiihrt die Resultate von Versuch 4, 5 und 6 auf. In Fig. 1 
sind sie graphisch zur Darstellung gebracht. 


') W. R. Hess und N. Messerli, a.a.O. Bd.119, 8.176 (1922); 
W. R. Hess, a. a. O. Bd. 117, S. 284 (1921). 

*) P.Roelli, Die Aktivierung der Invitroatmung durch Muskelkochsaft, 
untersucht an verschiedenen Gewebearten von gesunden Tauben, Beriberi- 


tauben und Hungertauben, erscheint mit dieser Arbeit in gleicher Zeitschrift. 
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Fig. 1. , 
Abhingigkeit der Atmungsgréfse verschiedenartiger Gewebe von der zur Atmung angesetzten Organmasse. (Legende vgl. Tabelle 2.) 
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Tabelle 2. 


Abhangigkeit der AtmungsgroBe verschiedenartiger Gewebe 
von der zur Atmung angesetzten Organmasse. 


























Nr. 4. 

CGewebe Niere Leber Gehirn Muskel 
<< : ST a a Pe “ 5 —F —= =, =. i —— ineitaccai sate 
i 05 | 10 | 15 105 | 10 | 15 | 10 | 1,2 1,0 | 1,5 
mungswert . | 5,10 | 18,50 | 57,60 | 2,84 | 7,70 | 20,80 | 3,20 | 9,10 | 2,00 | 3,68 

Nr. 5. 

Gewebe Niere Leber Gehirn Muskel 
Ritts 0,5 10,8 | 1,540,5 08 | 1,5 10,5 108 0,8 ]0,5 0,8 | 1,5 
tmungswert . | 2,0 | 9,90 50,8 | 1,80 3,68 13,54] 1,60| 2,00 2,94] 0,70 1,60 | 3,20 

















Nr. 6. 





lenge 








yewebe Niere Leber Gehirn Muskel 











05 | 08 | 1,5 10,5 | 08 | 














itmungswert . | 5,74 12,50 62,60] 1,70 | 3,92 | 23,50] 1,10  2,94]0,70 2,70 


Man beachte den raschen Anstieg der AtmungsgréBe mit zu- 
nehmender Organmasse, die fiir Niere z. B. bei einer Verdreifachung 
der atmenden Gewebemenge eine reichliche Verzehnfachung der Atmungs- 
erdBe bringt. Fiir Muskel besteht —- im Bereiche unserer Ver- 
suchsmenge — hingegen anniihernd Proportionalitét (vgl. kurvenmaBige 
Darstellung der Werte in Fig. 1). 

Die in der Tabelle 1 aufgefiihrten Werte sind diesen selben 
Versuchen entnommen worden. Jedes der untersuchten Organe 
wurde in 8 Versuchskombinationen kontrolliert, niimlich erstens 
mit einer angesetzten Menge von 0,5 g, zweitens mit 0,8 oder 
10 g und drittens mit 1,2 bzw. 1,5 g. Die Interpretation 
dieser Kurve ist natiirlich komplizierter als die Interpretation 
der ersten Tabelle, sie nihert sich aber den wirklichen Ver- 
haltnissen exakter. Dabei geht auch aus den Zahlen und Kurven 
hervor, daB wir berechtigt sind, die untersuchten Organe nach 
ihrer AtmungsgréBe in der oben bereits angefiihrten Reihen- 
folge zu belassen! 


| 
1,5 |0,5 (0,8 |0,5 | 0,8 | 1,5 
| 4,64 
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Im Hinblick auf den zweiten Teil unserer Arbeit, wo die 
verschiedenen Organe als Fiitterungszulagen Reistauben vey- 
abreicht werden, stellt sich uns als Niachstes die Aufgabe, 
eine geeignete Dosierung der Organzulagen zu berechnen. Sie 
muB mit den Befunden der Atmungsversuche in einem gewissen 
Kinklang stehen. Wird die Zulage zu groB gewihlt, so yer- 
wischen sich die eventuellen Differenzen der Wirkungen 
einzelner Organe, weil auch das Gewebe mit geringstem 
Vitamingehalt in einer relativ grofen Gewebemenge ausreicht, 
den Bedarf des einseitig ernihrten Testtieres zu decken. Eine 
allzu niedrig bemessene Zulage schlieBt eine Differenzierung 
ebenfalls aus, weil auch das mit B-Faktor héchst dotierte Ge- 
webe gerade so wie die iibrigen Gewebe ohne deutlichen Kin- 
flu8 bleiben muB. Es sind dies die Gesichtspunkte, auf welche 
seinerzeit schon Hess und Takahashi’) hingewiesen haben. 
Vielleicht liegt in dieser speziellen Versuchsanordnung zwischen 
den Befunden der genannten Autoren und den nicht eindeutigen 
Resultaten von Abderhalden?) der Grund fehlender Uher- 
einstimmung der Resultate. 

Gewisse Anhaltspunkte zur Berechnung der giinstigsten 
Dosierung scheinen uns dadurch gegeben, daB die Menge der 
Trockenhefe, welche zu reiner Reisnahrung zugefiigt, den Aus- 
bruch der Avitaminose lingere Zeit verhindert, bekannt ist. 
Nach Untersuchungen von Abderhalden’) betrigt die Dosis 
etwa 0,1 g Trockenhefe tiglichh Um die Beziehung dieser 
Feststellung zu andern Organgeweben herzustellen, muBte nun 
noch die Atmungsintensitat yon Trockenhefe bestimmt werden, 
damit in der Bemessung der Organzulagen wenigstens 
der GréBenordnung nach die richtige Disposition getroffen 
werden konnte. Vergleichende Versuche haben dann ergeben, 
daB 0,4 g Nierengewebe pro Tag verabreicht, beinahe, aber 





') W. R. Hess u. N. Takahashi, a. a. 0. Bd. 122, 8. 193 (1921). 

*) E. Abderhalden, Weitere Beitriige zur Kenntnis von org. 
Nahrungsstoffen mit spez. Wirkung. 16. Mitt. Pfliigers Arch, Bd. 195, 
S. 432 (1922). 

3) KE. Abderhalden, Weitere Beitrige zur Kenntnis von org. 
Nahrungsstoffen mit spez. Wirkung. 5. Mitt. Pfliigers Arch. Bd. 188; 
S. 60 (1921). 
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nicht vollstandig ausreichend sein muf, um vor Avitaminose 
zu schiitzen. Diese Abschiitzung erwies sich im Versuch als 


brauchbar. 


Die Schutzwirkung einzelner Organe gegen die Folgen 
einseitiger Ernahrung. 

Uber den Gehalt einzelner Organe an Vitamin-B-Faktor 
liegen bereits einige Resultate von Cooper’), ferner von 
Osborne und Mendel?) vor. Der erstere arbeitete mit Ge- 
webe vom Ochsen. Als Indikator zur Feststellung der Wertig- 
keit der Gewebe dienten ihm Tauben. Er bestimmte das 
Minimum, welches von den einzelnen Organen tiglich Tauben 
verabreicht werden muBte, um dieselben ohne Beriberisymptome 
und ohne wesentliche Gewichtsverluste wihrend 50 Tagen auf 
Reisnahrung zu halten. Nach seinen Resultaten ordnen sich die 
einzelnen Organe, in absteigender Linie aufgefiihrt, wie folgt: 
Leber, Herzmuskel, GroShirn, Kleinhirn, Skelettmuskel. Leider 
hatte Cooper Niere nicht mit in seine Versuche einbezogen. 

Fir Osborne und Mendel waren weife Ratten die 
Testobjekte. Als Indikator diente ihnen die Wachstumskurve. 
Das verfiitterte Gewebe bezogen sie von Tauben und Ochsen. 
Die insuffiziente Nahrung bestand in diesem Falle nicht aus 
Reis, sondern aus einem Gemische reiner Nahrungsstoffe von 
wechselnder Zusammensetzung unter Beigabe von B-Faktor 
freien, den A-Faktor beriicksichtigenden Zulagen. Die Auf- 
stellung einer einheitlichen Reihe laBt sich aus diesen Ver- 
suchen nicht vornehmen, weil die Basaldiait nicht immer die- 
selbe war. Aus einzelnen Vergleichsversuchen mit tberein- 
stimmender Basaldiat lassen sich aber folgende Tatsachen 
festhalten: Nierengewebe ist ungleich wirksamer als Herz- 
und GroBhirngewebe. Ochsenmuskelgewebe ist bedeutend 


') F. A. Cooper, On the Protective and Curative Properties of 
certain Foodstuffs against Polyneuritis induced in Birds by a Diet of 
Polished Rice, Jl. of Hygiene Vol. 12, Nr. 4 (1912) und Vol. 14, Nr. 1, 
p. 12 (1914), 

2) Th. B. Osborne u. Laf. B. Mendel, Nutritive Factors in 
Animal Tissues. II. Jl. of Biol. Chem. Vol, 34, p. 17 (1918). 
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weniger wirksam als Taubenlebergewebe. Leber itihertriff; 
auch GroBhirn; beide Gewebearten sind ‘l'auben entnommey,. 

Unsere Atmungsversuche waren an Meerschweinclien. 
organen ausgefiihrt worden. Obgleich sich unsere Rangordnung 
mit den an Taubengeweben angestellten Versuchen deckte, s 
wollten wir diese zitierten Arbeiten doch nicht schon als fiir unseye 
Frage entscheidend verwerten. Immerhin mu8 uns schon jetzt 
auffallen, daB sowohl die Resultate von Cooper als auch yon 
Osborne und Mendel in guter Ubereinstimmung mit der Deutun g 
stehen, daB der B-Faktorgehalt verschiedener Gewebearten und 
deren AtmungsgréBe sich in dieselbe Rangordnung einfiigen lassen, 

Zur Methode der Fiitterungsversuche sei noch folgendes 
erwabnt: Als Testtiere wihlten wir Tauben, weil sich bei ihnen 
die Symptome der Avitaminose durch ein gut definiertes 
Krankheitsbild gegeniiber dem einfachen Hungerzustand ab- 
heben. Der Tatsache, da& bei verschiedenen 'l'auben Differenzen 
in ihrer Resistenz gegen das einseitige Ernihrungsregime be- 
stehen, haben wir dadurch Rechnung getragen, dab Tauben 
von gleicher Rasse und méglichst gleichem Gewicht auf ver- 
schiedene Gruppen verteilt wurden. Alle Gruppen kamen auf 
polierten Reis, der im Autoklav bei 120° vorbehandelt war. 
Kine Gruppe erhielt eine Zulage von Niere, die zweite Gruppe 
Leber, die dritte Gehirn, die vierte Muskulatur; die fiinfte 
Gruppe blieb ohne Zulage. Die Organe wurden in frischem 
Zustande und zwar fein zerschnitten zwangsweise eingegeben. 
Die verabreichte Menge war 0,8 g jeden zweiten Tag. Aut- 
merksamkeit wurde speziell der Reinhaltung der Stille ge- 
widmet, damit nicht durch Aufnahme von Ungeziefer ein 
Stérungsfaktor eingefiihrt wurde. Jeden Tag wurde die Papier- 
unterlage der Stille gewechselt, um nicht durch Bakterien im 
Kot eine Quelle fir ungewollte Vitaminzufuhr zu erméglichen. 

Von der Annahme ausgehend, daB das einzelne Tier iiber 
eine gewisse Reserve von Vitaminen verfiigt, wie dies ja aus 
den bekannten Wachstumskurven der Ratten abgeleitet werden 
muB, gaben wir in der ersten Versuchsserie die Zulagen nicht 
gleich von Anfang an. Es sollte zuerst der Vitaminvorrat im 
Organismus verbraucht werden. Ein friiher Termin fiir dev 
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Ausbruch der Avitaminosesymptome ist die Zeit zwischen dem 
15. und 18. Reistag. Die Verabreichung der Zulage sollte 
nach unserm Plan diesem Ausbruch etwas zuvorkommen, so 
dab wir den ersten Zulagetag auf den 12. Versuchstag fest- 
legten. Leider wurden wir durch einen auBergewohnilich frithen 
Ausbruch von Reizsymptomen, namlich am 10. bis 12. Tage, 
bei einzelnen Tieren iiberrascht. Ks war das in jeder der aus 
je 3 Tauben bestehenden Einzelgruppen ein Tier derselben 
Rasse, feldtaubengrau. Diese Tiere muBten wir aus den Ver- 
suchen herausfallen lassen, so daB bei diesen Vorversuchen 
in jeder Gruppe noch je eine schwarze und eine weiBe Taube 
hlieb. In nachstehender Tabelle 3 findet sich das Versuchs- 
resultat niedergelegt. Als Indikator fiir die Beurteilung des 
Erfolges der Zulagen wurde einerseits die Lebensdauer, da- 
neben noch der tigliche prozentuale Gewichtsverlust genommen- 
Zur Beurteilung des verwendeten ‘l'aubenmaterials sind noch die 
Gewichte angefiihrt, mit welchen die einzelnen T'auben in den Ver- 
such kamen. Bei der Lebensdauer findet sich noch ein Hinweis 
betreffend die Form des Krankheitsbildes, unter dem das Tier 
schlieBlich einging. / bedeutet das Auftreten von Avitaminose- 
Reizsymptomen, J das Vorwiegen von Lahmungssymptomen. 
Shedeutet'Tod durch allgemeine Schwiche ohne typische Symptome. 


Tabelle 3. 


Abhangigkeit der Lebensdauer und des taglichen prozentualen 
Gewichtsverlustes von der Art der Zulage zum Reisregime. 
































Art der Zulagen Niere Leber | Gehirn | Muskel | Nihil. 
; Lebensdauer: | 
a) weiBe Rasse . 47(R) | 23,5(R) | 21(R) 27(L) | 20(R) 
b) schwarze Rasse , 33 (Rf) | 380 (ZL) | 24(R) 31 (R) 19 (S) 
: Prozentualer taglicher 
| Gewichtsverlust: 
: a) weiBe Rasse . 0,85°/, | 1,87°%, | 1,179, | 1,40°, § 167%, 
b) sehwarze Rasse . , O08, F 1,21°/, f 1,26%, 1 1,124, 1. 148%, 
Anfangsgewicht: 
a) weiBe Rasse . 265,0 276,0 286,0 299,0 300,5 
b) schwarze Rasse . 309,0 318,0 322,0 323,0 821,0 
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Legende: Die Tauben erhielten ihre Zulagen vom 12. Tage ay, 
0,8 g des betreffenden Gewebes jeden zweiten Tag. Man beachte dic 
besonders hohe Lebensdauer der Tiere mit Nierengewebe als Zulage 
und ihre geringen taiglichen Gewichtsverluste. Leber, Gehirn und Muske} 
zeigen keine einheitlichen Differenzen, sie unterscheiden sich nur durchwegs 
durch eine héhere Lebensdauer als die Kontrolltiere ohne Zulage sind 
durch einen geringern tiglichen Gewichtsverlust. 

Die angefiihrten Buchstaben neben der Lebensdauer bezeichnen 
die Art der Beriberisymptome. R = Vorwiegen der Reizsymptome, 
L = Vorwiegen der Lihmungssymptome, S = Schwiiche ohne typische 
Reiz- oder Laihmungssymptome. 


Die Durchsicht der Tabellen li8t folgendes feststelley: 
Bei den weiBen wie bei den schwarzen Tieren iibertrifit dic 
Nierenzulage in ihrer Schutzwirkung alle andern Organe, 
Der Vorsprung der Niere betreffend Lebensdauer ist 
sehr markant bei den weiBen Tieren, weniger bei den 
schwarzen. Auch der tiagliche prozentuale Gewichtsverlust 
spricht zugunsten einer héheren Wertigkeit der Niecren- 
substanz und zwar wiederum bei den WeiBtieren besonders 
pragnant. 

Nicht eindeutig ist die Differenzierung zwischen Leber, 
Gehirn und Muskel. Bei der Lebensdauer ordnet sich Muskel 
vor Leber, bei den prozentualen Gewichtsverlusten nachher. 
Im groBen und ganzen besteht auch hier ein deutlicher Ab- 
stand aller Zulagetiere gegeniiber den ohne Zulagen gehaltenen 
Vergleichstieren. Dieser Abstand ist in der Lebensdauer aber 
nur bei der Schwarzrasse deutlich gekennzeichnet, im tig- 
lichen prozentualen Gewichtsverlust hingegen bei beiden Rassen, 


Fiir die Beurteilung unserer Resultate, speziell was das 
Heraustreten der Nierentiere anbelangt, ist noch zu erwiihnen, 
daB dieser Erfolg nicht dadurch erklirbar ist, daB besonders 
kraftige Tiere in dieses Regime genommen worden waren. 
Wir waren auf die Méglichkeit eines solchen Einwandes be- 
dacht und gaben, wie die Tabelle zeigt, gerade den leichtesten 
Tieren jeder Rasse das Nierengewebe als Zulage. 

Zur Sicherung der Ergebnisse und zur eventuellen weitern 
Aufklirung der noch bestehenden Unsicherheiten der Resultate 
wurde eine zweite Versuchsserie angesetzt, wieder zu je dre! 




















Vergleichende Untersuchungen tiber die AtmungsgréBe usw. 263 


Tauben. Dabei arbeiteten wir mit Niere, Gehirn und Muskel. 
Die Verabreichung der Zulagen geschah gleich von Beginn der 
Reisernahrung an. Den Tieren wurde diesmal neben dem gewoéhn- 
lichen Leitungswasser noch Ringerlésung zur Verfiigung gestellt. 

Mit Riicksicht auf die zu erwartende Streuung der Einzel- 
resultate war es unsere Absicht, diejenigen Organgewebe zu 
verfiittern, welche in den Atmungsversuchen extreme Werte 
ergeben hatten. Daneben sollte aber auch mit zwei unmittelbar 
benachbarten Organen ein Versuch angestellt werden, um neben 
dem Gegensatz auch die Ubereinstimmung im Fiitterungs- 
versuch nachzupriifen. In dieser Serie war Sorge getragen, 
iiberhaupt nur Tiere der gleichen Rasse in die Versuche zu 
nehmen. Wir wihlten feldtaubengraue Tiere aus demselben 
Schlag von nahezu iibereinstimmenden Gewichten. Das homo- 
gene Material la8t die Berechnung eines Mittelwertes zu. Die 
Resultate finden sich in Tabelle 4 niedergelegt, in der gleichen 
Anordnung, wie in der letzten T'abelle. Um die unvermeid- 
baren kleinen Differenzen im Anfangsgewicht noch auszugleichen, 
ist die Ordnung so getroffen, daB die oberste Horizontalzeile 
jeweilen die schwersten, die zweite Zeile die mittelschweren 
und die dritte Zeile die leichtesten Tiere umfaBt. Die vierte 
Zeile gibt die Durchschnittswerte an. 

Beachtenswert ist die Tatsache, dab alle Tiere vor dem 
Kingehen typische Reizsymptome zeigten. 

Die Durchsicht dieser Resultate beweist uns erneut die 
Priavalenz des Nierengewebes. In Bezug auf den 
prozentualen tiiglichen Gewichtsverlust sehen wir dies nicht 
nur im Durchschnittswert, sondern konsequent auch in den 
KinZeldaten. Bei der Lebensdauer fillt ein Nierentier in die 
Reihe der Gehirn- und Muskeltiere. Der Durchschnitts- 
wert der Lebensdauer liegt aber weit iiber den Durchschnitts- 
werten der Gehirn- und Muskeltiere. Die Gegeniiberstellung 
dieser letzteren beiden Tiergruppen zeigt ein fast vollstindiges 
Zusammenfallen, sowohl der taglichen prozentualen Gewichts- 
verluste als auch der Lebensdauer. In den einzelnen Daten 
bestehen etwelche Differenzen, die aber nirgends in die Nihe 
der Nierenwerte fallen. 
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tie 
Tabelle 4. da 
Abhangigkeit der Lebensdauer und des taglichen prozentualey be 


Gewichtsverlustes von der Art der Zulage zum Reisregime. 





seeteneetl 





Art der Zulagen Niere Gehirn | Muske! 


— a nn F ,  . 














1. Lebensdauer: 





1. schwerste Tauben .. . 65 32 33 
2. mittelschwere Tauben. . 63 30 35 
3. leichteste Tauben . . . 33 34 26,5 
4. Mittelwerte. ..... 53,7 o2 31,5 
2. Prozentualer tiglicher Ge- 
wichtsverlust: 


1. schwerste Tauben . . . 0,55°/, | 1,09°%, | 0,95°/, 
2. mittelschwere Tauben. . 0,67°/, | 1,2T%, | 1,24°/, 























3. leichteste Tauben . - 8 0,79 °/, 1,80 °/, 1,28 °/ 

4. Mittelwerte. . .... 0,67 °/, | 1,22°/, | 1,1 6 0), 
3. Anfangsgewicht: 

1. schwerste Tauben .. . 352,5 364,5 339,0 

2. mittelsehwere Tauben. . 342,0 354,0 311,5 

3. leichteste Tauben . . . 821,0 |  351,5 805,0 

4. Mittelwerte. . . . . . | 3385 | 3567 | 3185 


Legende: Die Tauben erhielten ihre Zulage mit Beginn der reinen 
Reisnahrung, 0,8 g jeden zweiten Tag. Das hier verwendete Tauben- 
material war nach Rasse einheitlich, die Gewichte sind méglichst 
gleichmaBig auf die einzelnen Gruppen verteilt. Von den 3 Tieren einer 
Gruppe sind die Durchschnittswerte in die Tabelle unter die Einzelwerte 
eingesetzt. Man beachte die besonders lange Lebensdauer der ‘Tauben 
mit Nierenzulage und deren geringer prozentualer Gewichtsverlust.” Ge- 
hirn- und Muskelzulagen bewirken weder in der Lebensdauer noch im 
mittleren prozentualen Gewichtsverlust einen markanten Unterschied. 
Simtliche Tiere zeigten im Verlauf der Krankheit typische Reizsymptome. 


Zur Illustration seien in Fig. 2 die Gewichtskurven re- 
produziert, wie sie aus den Mittelwerten der zweiten Versuchis- 
serie konstruiert wurden. 


ZusammengefaBt ergibt sich mit aller wiinsch- 
baren Deutlichkeit ein Herausspringen der Nieren- 
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daneben ein nahes Zusammenfallen dieser letzteren 


beiden Fiitterungsgruppen. 
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Jede Kurve bezieht sich auf eine Gruppe von drei gleich ernihrten 
Die Organzulage betriigt je 0,8 g des betreffenden frischen 


Tieren. 
Organgewebes (Niere baw. Gehirn bzw. Muskel). 
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Soweit die Kurven ausgezogen sind, waren noch alle 3 Tiere de; 
betreffenden Gruppe am Leben, soweit sie gestrichelt ist, bezieht sich 
die Kurve auf 2 Tiere (nach Abgang des ersten); im Bereich des 
punktierten Teils der Kurve war nur noch ein Tier tiberlebend. 

Die graphische Darstellung zeigt ein sehr ausgesprochenes Uber. 
dauern der mit Niere gefiitterten Tiere. Der Gewichtsabfall ist weniger 
steil als bei den Gehirn- und Muskeltieren. Die letzteren beiden Kurvey 
unterscheiden sich nicht prignant, Gehirn fallt um ein weniges stejle; 
ab. Die mittlere Lebensdauer ist nicht deutlich verschieden. 


Gegeniberstellung der Atmungs- und der Fiitterungsreihe, 
Deutung der Resultate. 


1. Die Atmungsversuche an iiberlebendem Gewebe lassen, 
wie wir gesehen haben, fiir verschiedene Gewebearten sehr be- 
deutende Unterschiede erkennen. Die verschiedenen Organe 
nach abnehmender AtmungsgréBe geordnet, ergeben auch 
bei Meerschweinchen die Reihenfolge: Niere, Leber, Gehirn, 
Muskulatur. —- Der absolute Unterschied ist zwischen 
Niere und den iibrigen Organen am gréBten; die letzteren 
weisen auch noch Differenzen auf, aber innerhalb engerer 
(Jrenzen. 


2. Die Resultate der Fiitterungsversuche zeigen fiir das 
Nierengewebe einen besonders hohen Gehalt an Vitamin- 
faktor B, Bei Muskel und Gehirn treffen wir ungefihr die- 
selbe Wertigkeit. 

3. Es ist somit festgestellt, daB eine Gewebeart, welche 
sich im Invitroversuch durch ein besonders hohes Atmungs- 
vermégen auszeichnet, im Fiitterungsversuch die gréBte Schutz- 
wirkung gegen Vogelberiberi zeigt. Es ist ferner nach- 
gewiesen, daB zwei Gewebearten, deren Atmungsgréfe ihnliche 
Werte zeigt, auch eine dhnliche Vitaminwertigkeit (B-Faktor) 
zukommt. 

Dieses Resultat unserer Untersuchungen sehen wir in 
Ubereinstimmung mit der von W.R. Hess auf Grund seiner 
Atmungs- und Blausiureversuche entwickelten Anschauung iiber 
die Rolle des B-Faktors im Zellstoffwechsel, gemiB welcher 
der B-Faktor in stofflicher Beziehung zu dem oder zu den 
die Gewebeatmung vermittelnden Biokatalysatoren steht. 
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Zusammenfassung. 


Die Blausiiureversuche von W. R. Hess') geben der von 
verschiedenen Autoren festgestellten Herabsetzung der Atmung 
der Avitaminosegewebe die Deutung, daf die Symptome der 
Vogelberiberi auf einer Verarmung des Organismus an 
den die Sauerstoffverwertung vermittelnden Biokata- 
lysatoren im Gewebe beruhen. Diese Folgerung schlieBt die 
Annahme einer stofflichen Beziehung zwischen Atmungs- 
katalysatoren und B-Faktor in sich. 

Es wird in vorliegender Arbeit eine Kontrolle dieser Auf- 
fassung versucht, und zwar auf dem Wege eines Vergleiches 
des Atmungsvermégens verschiedener Organgewebe mit ihrem 
Gehalt an Vitaminfaktor B. 

Die Prifung erfolgte an Organen von Meerschweinchen. 
Die in vitro festgestellte AtmungsgréBe reiht die untersuchten 
Organe in folgende Ordnung ein: Niere, Leber, Gehirn, Muskel. 

Als Testobjekte zur Feststellung des B-Faktorgehaltes 
dienten Tauben, denen im Reisregime von den verschiedenen 
Organen Zulagen eingegeben wurden. Die Schutzwirkung gegen 
die Folgen der einseitigen Ernihrung wurde als MaB fir den 
Gehalt an Vitaminfaktor B genommen. 

Der Vergleich der Resultate beider Versuchsgruppen weist 
dem Nierengewebe in gleichem Mafe eine besondere Stellung 
zu. Nierengewebe ist sowohl in bezug auf das Atmungs- 
vermégen, als auch auf den B-Faktorgehalt den ibrigen 
Organen erheblich tiberlegen. Fiir die andern Organe, welche 
in der Atmung noch eine Klassifizierung gestatten, laBt sich 
infolge der gréBeren Streuung der Fiitterungsresultate keine 
Reihe aufstellen. Es zeigt sich aber, daB die in der 
AtmungsgréBe benachbarten Gewebe von Gehirn und 
Muskel sich auch in ihrer Vitaminwertigkeit nahestehen. 

Unsere Resultate fiigen sich somit vollstindig der Auf- 
fassung, daB der Vitamin B-Faktor mit dem oder mit den 
die Atmung vermittelnden Biokatalysatoren in stoff- 
licher Beziehung steht. 

____(Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. W. R. Hess.) 

') W. R. Hess, a. a. 0.3; 5. 8.1. 











Uber den Einflu& thermischer Vorbehandlung von Trocken- 
hefe auf ihre Reduktionsleistung und ihre Vitaminwertig. 
keit, mit einem Beitrag zur Kenntnis der Vogelberiber; 


Von 
W. R. Hess und K. Rohr. 


Mit 2 Figuren im Text, 





(Aus dem Physiologischen Institut der Universitat Zirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31. Mai 1923.) 


An anderer Stelle+) ist tiber Untersuchungen  berichtet 
worden, deren Resultat die Feststellung einer Konkurrenz 
zwischen dem in vitro gemessenen Atmungsvermégen einer 
Gewebeart und deren Gehalt an Vitamin-B-Faktor ist: 
Bei der Priifung verschiedener Organgewebe iiberragt das 
Nierengewebe anAtmungsintensitit bedeutend die 
librigen Gewebearten. Verfiitterung von Nierengewebe in 
Form einer Zulage zu reiner Reisnahrung entfaltet auch die 


beste Schutzwirkung gegen das Ausbrechen von Tauben- 


beriberi. — Muskel und Gehirn stehen einander in bezug 
auf das in vitro feststellbare Atmungsvermiégen sebr nahe; 
Fiitterungsversuche mit Reistauben beweisen im Parallel- 
versuch eine annahernd gleiche Vitaminwertigkeit. 

Diese Befunde stellen eine Stiitze der von W. R. Hess 
entwickelten Auffassung einer stofflichen Beziehung 
zwischen Vitamin-B-Faktor und dem oder den Biokataly- 
satoren, welche in atmendem Gewebe Verwertung des 
molekularen Sauerstoffes erméglichen. 

Analoge Parallelversuche zur Bestimmung des Atmungs- 
vermégens einerseits, der Vitaminwertigkeit anderseits, lassen 





1) K. Rohr, Vergleichende Untersuchungen iiber die Atmungsgribe 
verschiedener Gewebearten und ihren Gehalt an Vitaminfaktor B. Diese 
Zs. Bd. 129, S. 248 (1928). 
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sich nun auch auf Hefe iibertragen, allerdings unter einer 
Modifikation des Versuchsplanes in dem Sinne vorgenommen, 
daB einzelne Hefeproben einer verschieden schadigenden Vor- 
behandlung ausgesetzt werden. Solche Versuche zielen darauf 
ab, einer Kongruenz zwischen Schadigung des Atmungs- 
yermogens einerseits, Herabsetzung der Vitaminwertig- 
keit anderseits, nachzuspiiren. Besonders geeignet erschien 
uns Trockenhefe, die im Invitroversuch eine starke Reduktions- 
leistung aufweist, deren groBe Vitaminwertigkeit ebenfalls be- 
kannt ist. Nun finden sich in der Literatur allerdings An- 
saben, daB der B-Faktor thermostabil sei. Die Angaben in 
dieser Beziehung sind aber durchaus nicht iibereinstimmend. 
Jedenfalls sind Versuche nicht iiberfliissig, bei welchen die 
Beurteilung der Wirkung einer bestimmten Zulage zum Reis- 
regime sich auf nach méglichst vielen Kinzelmerkmalen differen- 
zierende Kontrolle der Testtiere griindet. In Anbetracht der 
erwihnten Literaturangaben iiber die Thermostabilitét des 
B-Faktors miissen wir uns immerhin sagen, daB die Aus- 
sichten auf ein positives Resultat im Sinne unseres Versuchs- 
zieles nicht sehr groB8 sind. Es 1laBt sich aber ohne speziell 
darauf gerichtete experimentelle Untersuchungen doch nicht 
zum Voraus abschitzen, ob sich nicht im Verhalten irgendeines 
Kinzelmerkmales doch ein EinfluB einer thermischen 
Schidigung der Hefe auf die Wirkung der Hefezulage 
feststellen ]4Bt. Eine solche Méglichkeit kann um so eher ins 
Auge gefaBt werden, weil es ja noch durchaus unbestimmt ist, 
ob nicht der B-Faktor aus einer Anzahl biologisch mehr oder 
weniger verschiedenartiger Teilfaktoren besteht. Dabei kénnen 
sich die einzelnen Faktoren hohen Temperaturen gegeniiber 
verschieden verhalten. Eine Abstufung nach verschiedenen 
Schidigungstemperaturen ist in Verbindung mit Fitterungs- 
versuchen unter Umstainden direkt geeignet, die komplexe 
Natur des B-Faktors nachzuweisen. Eine einfachste Orien- 
tierung zur Beurteilung des B-Faktorgehaltes eines Praparates 
stiitzt sich auf die Beobachtung der Heilwirkung bei aus- 
gebrochenen Krampfen oder Laihmungen. Weiterhin kommen 
auch Gewichtsuntersuchungen in Frage. Durch die Unter- 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIX. 18 
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suchungen von Dutcher wurde auf die Bedeutung yoy 
Temperaturmessungen hingewiesen, die dann verbunden pit 
Messungen der Atmungsfrequenz speziell von Abderhalden) 
gepflegt wurden. Als ein neues, wertvolles Merkmal fiigt sich 
— entsprechend den Untersuchungen von Fleisch — noch die 
Blutgasanalyse an. Die letztere Methode kommt aber fir 
fortlaufende Beobachtungen nicht in Frage. 

Als erste Aufgabe im Sinne unseres Versuchszieles ey- 
gab sich die Notwendigkeit, das fiir das Krankheitsbild de; 
Vogelberiberi typische Verhalten von Temperatur, Puls und 
Atmung noch etwas genauer zu studieren und zwar unter 
besonderer Beriicksichtigung der Folgen einer nur _partiell 
insuffizienten Lisung. Bereits liegen zwar, wie erwihnt, Be- 
obachtungen von Abderhalden in dieser Hinsicht vor. 
Gleichwohl erschien es uns wiinschenswert, eigene Beobach- 
tungen anzustellen, um unser weiteres Urteil bei den Hefe- 
fiitterungsversuchen auf eigene Erfahrungen griinden zu kénnen. 
Ks erwies sich dann unser Vorgehen um so eher. geboten, als 
sich bald zeigte, daB unsere eigenen Beobachtungen mit den von 
Abderhalden bekannt gegebenen in verschiedenen Beziehungen 
durchaus nicht iibereinstimmen. Wir werden hierauf weiter 
unten zu sprechen kommen. 


Beohachtungen tiber das Verhalten von Temperatur, Puls und 
Atmung bei Vogelberiberi. 

Die nachstehenden Ausfiihrungen greifen auf Erfahrungen 
zuriick, welche im Zusammenhang mit den Untersuchungs- 
zielen friiherer Arbeiten in unserem Institut gemacht worden 
sind. Zum gréBten Teil basieren sie auf der Verarbeitung 
des Materiales, welches in den Protokollen zu der Arbeit von 
K. Rohr?) betreffend die Vitaminwertigkeit verschiedener 
Organe niedergelegt ist. 


1) E. Abderhalden und Mitarbeiter, Beitriige zur Kenntnis von 
organischen Nahrungsstoffen mit spezifischer Wirkung. I. Mittlg. Pfliigers 
Arch, Bd. 172 (1918) bis XXIII. Mittlg. Pfliigers Arch. Bd. 198 (1923). 

*) K. Rohr, Vergleichende Untersuchungen iiber die Atmungsgribe 
verschiedener Gewebearten und ihren Gehalt an Vitaminfaktor B, 
Diese Zs. Bd. 129, S. 248 (1928). 
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Die Auswertung der sich auf Gewicht, Temperatur, Puls, 
Atmung und klinisches Verhalten der Tiere erstreckenden 
Kontrolle der Testtiere im Sinne einer Erweiterung unserer 
Kenntnisse betreffend das Krankheitsbild der Vogelberiberi 
geschah in der Weise, da8 fiir jedes Kinzelmerkmal eine 
Kurve hergestellt wurde. Es standen hierzu die in Intervallen 
von 2 Tagen gemachten Notierungen zur Verfiigung, d. h. 
solange sich ein Tier im latenten Zustand der sich entwickelten 
Avitaminose befand. Sobald sich akute Zeichen bemerkbar 
machten, wurden die Beobachtungsintervalle enger gelegt. Es 
wurden auch Kurven von Mittelwerten hergestellt, welche wir 
yon gleichartig behandelten Tieren errechneten. Dies geschah 
zum Zwecke, einerseits die zufalligen Schwankungen zuriick- 
zudrangen und anderseits charakteristische Erscheinungen 
herauszuheben. 

In bezug auf die Methodik der Kontrolle sei noch folgen- 
des erwihnt: Die Temperaturmessungen wurden rektal vor- 
genommen. Die Pulszihlung geschah durch Abhéren der 
Herztiitigkeit. Dabei wurde das Tier in ein poréses Stoff- 
sickchen gesteckt und solange ruhig am Ohr gehalten, bis 
sich die Herztitigkeit beruhigt hatte. Wenn dann mehrmalige 
Zihlung nur mehr kleine Schwankungen aufwies, wurden die 
Pulszahlen notiert. Die Zahlung der Atmungsfrequenz geschah 
durch Absehen am Brustkorb, wobei aber auch stets darauf ge- 
achtet wurde, das Tier bei vollstindiger Ruhe zu beobachten. 
Oft geniigt schon die Anniherung, um eine merkliche Frequenz- 
stelgerung zu provozieren. 

Als Resultate unserer Verarbeitung der Kinzeldaten stellen 
wir folgendes fest: 

Die Gewichtskurven ergeben in allen Fallen einen ziem- 
lich stetigen Abfall. ine Reproduktion der entsprechenden 
Kurven kann unterbleiben, da solche in der Literatur zur 
Gentige niedergelegt sind. Wir verweisen speziell auch auf 
die in der zitierten Arbeit K. Rohr abgebildeten. 

Bei den Kurven, welche den Verlauf von Temperatur, 
Atmungs- und Pulsfrequenz kennzeichnen, lassen sich zwei 


ziemlich scharf abgesetzte Perioden unterscheiden. Das Merk- 
18* 
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mal der ersten Periode ist die Stetigkeit des Abfalles. Ziey)- 
lich unvermittelt splittern die fiir Temperatyr, Respiratioy 
und Puls getrennt gezeichneten Kurvenbiindel auf und durch. 
schneiden sich in unregelmaiBigem Zickzack mit starken Aus. 
schlagen nach oben und unten. 

In einer Versuchsserie, welche wegen des homogeney 
Materials die besten Vergleichswerte liefert, erfolgte das Aut. 
splittern am 19. bis 20. Diattag. Die Kurven der Nieren. 
gruppe werden auch unruhig, zeichneten sich immerhin durch 
eréBere Stetigkeit aus. Deutlich ist ein gewisses Vorauseilen 
der Pulskurven in bezug auf den Ubertritt in die unstetige 
Periode. Dieselben streben schon am 17. bis 18. Fiitterungs. 
tage auseinander. Die Aufsplitterung ist stirker ausgeprist 
bei Puls- und Temperaturkurve, weniger bei Atmungskurve. 
Die Deutung, die wir der beschriebenen Eigentiimlichkeit der 
Kurven geben méchten, geht dahin, daB in der stetigen Phase 
Temperatur, Puls und Atmung noch vollstindig in der Hand 
der physiologischen Regulationsmechanismen sind. 
Die zweite Phase ist gekennzeichnet durch regulatorische 
Insuffizienzerscheinungen. Diese Auffassung wird besonders 
auch dadurch illustriert, daB in dieser Phase der Regulations. 
stérungen Temperatur und Puls, welche sich in der ersten 
Phase in mehr oder weniger parallelem Abfall bewegen, in der 
Mehrzahl der Falle genau entgegengesetzte Ausschlige aufweiseu. 

Fig. 1 gibt ein Bild dieser Verhiltnisse. 

Bemerkenswert ist, daB die typischen Beriberianfalle aus- 
schlieBlich in die zweite Phase fallen. Es muB8 hervorgehoben 
werden, daB gerade im Zusammenhang mit solchen Anifillen 
die Kurven sprunghafte Anderungen aufweisen, mit Geget- 
liufigkeit von Puls und Temperatur. | 

Aus der Betrachtung der Einzelkurven ist noch eine Be- 
obachtung hervorzuheben. Wahrend oft Tiere in wenigen 
Tagen nach dem Ubergang von der ersten in die zweite 
Periode unter Krampf- oder Lihmungssymptomen eingelet, 
treten bei anderen ganz ohne erkennbare Ursache und 
ohne Anderung im Ernihrungsregime Remissionen 
ein. Die auseinanderweichenden Puls- und Temperaturkurven 
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schlieBen sich wieder zu einem einigermaben parallelen Ver. 
lauf zusammen. An Stelle tiefer Temperaturen treten wiede; 
héhere Werte auf. Mebhrmals sind zwei solcher Remissioney 
— in die zweite Periode eingeschoben — beobachtet worden, 
wobei das Tier erst beim dritten Auseinanderweichen dey 
Kurven einging. Solche Remissionen zeichnen sich recht 
hiufig auch im ganzen klinischen Verhalten des Tieres \) 
(s. Fig. 1). Es ist schwer zu sagen, wodurch diese Spontan- 
remissionen zustande kommen. Mbéglicherweise handelt es 
sich um Verschiebungen des B-Faktors im Organismus, wobei 
die bereits eingetretene Insuffizienz des Nervensystems zeit- 
weise wieder korrigiert wird. Die Beobachtungen haben jeden- 
falls Bedeutung mit Riicksicht auf die Durchfiihrung von 
Fiitterungsversuchen. Wir miissen uns bewubt sein, daB bei 
auf den Vitamingehalt zu priifenden Zulagen das Hintreten 
einer Remission nicht eindeutig auf die vorangegangenen 
Fiitterungszulagen bezogen werden dart. 

Beiliufig méchten wir noch einige Extremwerte von 
Temperatur, Puls und Atmung erwiihnen, die ohne systema- 
tische Bedeutung fiir unser Arbeitsziel sind, aber doch fest- 
gehalten zu werden verdienen, 

Beinahe alle Tiere, die unter direkter Beobachtung ein- 
gingen oder noch kurz vor dem ‘lode gemessen wurden, 
weisen T'emperaturen unter 30° auf (normale rektale Tempe- 
ratur: durchschnittlich 42°). Die niedrigst notierte Tempe- 
ratur, 1 Stunde vor dem Tode, betrug 21,5°, bei einer Taube 
mit einer Lebensdauer von 19 Tagen. Das Tier hatte mebr- 
mals kleine, d. h. unzureichende Hefegaben erhalten. Zahl- 
reich sind Endtemperaturen um 25° herum, und zwar finden 
wir sie auch bei reinen Reistieren. Eine Ausnahmestellung 
nehmen nur die wenigen Tiere ein, die ganz pl6tzlich ohne 
typische Anzeichen eingingen. Sie zeigten Temperaturen 
zwischen 34,5° und 39,6°. 

Die Atmungsfrequenz, die in der Norm 50—70 Atem- 
ziige minutlich betrigt, sinkt ohne sprunghafte Anderungen 
meist bis auf 20 Atemziige und darunter. Wihrend der Anfille 
ist die Atmung hiufig beschleunigt. Zweimal verzeichneten 
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wir ausnahmsweise Beschleunigungen bis auf 130 Atemziige 
pro Minute. Dieser Zustand hielt primortal einen ganzen 
Nachmittag an, obwohl die Tiere hilflos dalagen. Die Atmung 
war dabei zeitweise unregelmaBig. Hiaufig sinkt die Atmung 
auch im Anfalle und erreicht im Endstadium oft minimale 
Werte. Die niedrigste Zahl, die wir notierten, betrug 3 Atem- 
ziige minutlich und zwar nicht unmittelbar vor dem Tode. 
Die Respiration stieg wieder langsam und erreichte 3 Stunden 
spater wieder die Zahl 8. Das Tier starb erst in der darauf- 
folgenden Nacht. Bei einer andern Taube beobachteten wir 
schon zwoélf Tage vor dem Tode einmal nur 8 Atemziige. 

Bei einem Drittel aller Tauben fiel die Atmungsfrequenz 
wihrend oder gegen das Ende der Erkrankung auf 12 Atem- 
ziige und darunter d. h. bis auf Werte von 3, 5, 6, 7. 

Die normalen Pulswerte bewegen sich innerhalb betracht- 
licher Grenzen. Als ungefihren Mittelwert notieren wir etwa 
170 Schlige pro Minute. Die Pulszahl sinkt in der ersten 
Krankheitsperiode ganz betrichtlich. Mehr als zwei Drittel 
aller Tauben erreichen eine Zahl von 100 und darunter. Die 
niedrigsten Zahlen protokollierten wir mit 40, 60 und 64 Herz- 
aktionen pro Minute. Bei der Mehrzahl der Tiere fallt der Puls- 
tiefstand in die reizlose Periode, einige jedoch erreichen ihn erst 
vor dem Exitus, wobei bei solchen Tieren der Puls auch in der 
Periode der Reizungen mehr oder weniger streng der Temperatur 
folgt. Diese Form wurde neben dem Auseinanderweichen der 
Temperatur- und Pulskurven gelegentlich bei Tieren beobachtet, 
die nach kurzer Zeit — innerhalb 20 Tagen — erkrankten. 

Als Pulshéchstwerte verzeichnen wir Frequenzen von iiber 
200 Schligen bis 280 und 300. Diese obern Extremwerte 
wurden keineswegs im akuten Krampfanfalle sondern kurz 
darauf im anschlieBenden Erschépfungsstadium gemessen. 

Die oben ausgefiihrten Daten speziell betreffend Puls stehen 
zum Teil im Widerspruch mit Befunden, wie sie von Abder- 
halden und Wertheimer?) berichtet werden. Wahrend wir 





') Abderhalden u. Wertheimer, Beobachtungen itiber die Herz- 
tatigkeit bei Tauben mit alimentiirer Distrophie. Pfliigers Arch. Bd. 195, 
S. 478 (1922) in XVII. Mittlg. 
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z. B. bei der Ermittlung der Schlagfrequenz des Herzens, wi. 
gesagt, auf einen Mittelwert von etwa 170 pro Minute kommen, 
auBern sich die genannten Autoren wie folgt: 

bei Normaltauben ist die Zahl der Herzschlige meis 
nicht zu zahlen, so rasch ist sie. Kinzelne Ausnahmen wurdep 
beobachtet, doch wurden nie weniger als 240 Pulse gezihlt 
aber immer nur bei Tieren, die einseitig ernahrt wurden. Man 
kann sagen, daB Normaltiere iiber 270 Schlige in der Minute 
haben, die meisten sehr viel mehr.“ 

Wir selbst kénnen diese Angaben nicht verstehen. Viel. 
leicht macht einmal jemand eine Kontrolle, um den Wider- 
spruch zwischen Abderhalden und unsern Befunden zx 
klaren. Freilich muS8 er dann bei der Pulszihlung darauf 
achten, die Tauben solange am Ohr zu halten, bis sich das 
nach dem Eingreifen noch eine Weile aufgeregte Tier in dieser 
Situation vollstaindig beruhigt hat und mehrfaches Ziahlen eine 
annaihernde Konstanz der Frequenz ergibt. DaB einige Ubung 
im Zahlen notwendig ist, muB zugegeben werden. 

Unsere Befunde riicken auch insofern von denjenigen 
Abderhaldens ab, als wir bei Beriberitieren hiufig Puls- 
zahlen unter 100 gefunden haben. Unsere Protokolle ver- 
zeichnen wie gesagt Beobachtungen von 40, 60, 64 Herv- 
schlagen pro Minute. Abderhalden sagt, daB im Krampf- 
stadium die Herztatigkeit stark verlangsamt sei. Bei der 
Mehrzahl der Tiere fanden wir gerade in der reizlosen 
Periode die tiefsten Pulszahlen. Es ist klar, daB solche 
Gegensitze einer eindeutigen Charakterisierung des Beriberi- 
bildes und der weiteren Erforschung der Krankheit nicht 
forderlich sind. 


Fitterungs- und Atmungsversuche mit thermisch vorbehandelter 
Hefe. 


Die mit dem Pistill klein gemérserte Trockenhefe wurde 
in Wasser aufgenommen und in suspendiertem Zustand im 
Wasserbad wihrend 10 Minuten der gewiinschten, erhdhten 
Temperatur ausgesetzt. Die GréBe der Zulage, welche das 
einzelne Tier im Fiitterungsversuch erhielt, war 0,15 g — jeden 
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zweiten Tag verabreicht. Es ist dies etwas weniger, als nach 
den Beobachtungen von Abderhalden notwendig ist, um 
das Ausbrechen der Beriberierkrankung fiir lange Zeit zu ver- 
hindern. Unsere Dosis war dementsprechend unterhalb dieser 
Schwelle, also insuffizient. Sie lag aber doch so nahe am 
schiitzenden Minimum, daB ein relativer Schutzeffekt gegen 
Avitaminose doch erwartet werden muBte. Der Sinn einer so 
niedrigen Bemessung der Zulage ist die Beriicksichtigung der Még- 
lichkeit, daB hohe Temperaturen vielleicht nicht eine vollkommene 
Zerstérung, sondern nur eine partielle Schadigung des B- 
Faktors bewirken. Ein geniigender UberschuB der Zulage iiber 
das absolute Minimum wiirde ein solches Verhalten nichtaufdecken. 
Die Versuche wurden in zwei Serien durchgefihrt. Bei 
der ersten Serie waren 5-Gruppen zu je 2 Tauben gebildet 
worden, in jeder Gruppe eine schwarze und eine weife Taube. 
Die erste Gruppe erhielt nicht geschidigte Trockenhefe, 
die zweite bei 50°, die dritte bei 70°, die vierte bei 92° 
geschidigte Hefe; die fiinfte als letzte Gruppe diente zum 
Vergleich der einzelnen Merkmale bei Fehlen einer Zulage. 
In der zweiten Versuchsserie wurden auf Grund der Re- 
sultate der ersten Serie nur mehr drei Gruppen gebildet, namlich 
1. Hefezulage, ungeschadigt, 2. Hefezulage bei 60° geschidigt, 
3. Hetezulage bei 93° geschidigt. In die einzelne Gruppe 
kamen diesmal 3 Tiere. Dabei wurde auf méglichst homogenes 
Taubenmaterial und gleichmafBige Verteilung der Kérper- 
gewichte auf die verschiedenen Gruppen Sorge getragen. 
Parallel zu den Fiitterungsversuchen wurden die Unter- 
suchungen betreffend Invitroatmung der einzelnen thermisch vor- 
behandelten Hefeproben durchgefihrt, und zwar nach der 
Dinitrobenzolmethode von Lipschitz. Gema8 den Resultaten 
dieses Autors!) darf allerdings die Sauerstoffzehrung der Hefe 
mit dem an die Integritat der Zellstruktur gebundenen Atmungs- 
prozeB in den Geweben der aerob lebende Tieren nicht iden- 
titiziert werden. Ein Teil des Sauerstoffes wird in einem 





‘) W. Lipschitz u. A. Gottschalk, Die Reduktion der aroma- 
tischen Nitrogruppe als Indicator von Teilvorgiingen der Atmung und der 
Garung. II. Mittlg. Pfliigers Arch. Bd. 191, S. 33 (1921). 
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girungsartigen Chemismus verbraucht. Um dieser Tatsache 
Ausdruck zu geben, sprechen wir bei den Invitroversuchen mj: 


Trockenhefe von Reduktionswerten. 


Resultate. 


Uber den EinfluB der thermischen Schidigung auf die 
Sauerstoffzehrung der Trockenhefe orientieren Tabelle | 


und Fig. 2. 
Tabelle 1. 


EinfluB thermischer Schadigung auf die Reduktions- 


gréBe von Trockenhefe. 


0.15 g Trockenhefe. 






































Schidigungsgrad der Hefe . 40°!) 50° 70° 92° 

Reduktionswert . 5,10 1,80 0,70 0,40 
0,2 g Trockenhefe. 

Schidigungsgrad der Hefe . 40°!) 50° 70° 92° 

Reduktionswert . 13,50 5,80 1,60 1,10 
0,3 g Trockenhefe. 

Schidigungsgrad d. Hefe 40°) 50° | 55° | 60° 80° 

veduktionswert > 62,60*)} 23,50 | 6,40 | 4,16 1,30 
0,3 g Trockenhefe. 

Schidigungsgrad der 

Me nk ks 40°) 50° 55° 60° 170° | 80° | 96' 


Reduktionswert . 


Die Werte sind in Fig. 2 graphisch dargestellt. 


Wir erkennen eine mit der steigenden Temperatur ab- 
nehmende Reduktionskraft. Eine Spur von Gelbfarbung, deren 
Intensitét beim Lipschitzschen Verfahren das MaB fiir den Grad 
der Sauerstoffzehrung darstellt, kam selbst bei der durch 96° ge- 





) Auf 40° erwiirmte Liésungen zeigen gleichen Reduktionswert wie 
ungeschidigte Hefe. 
*) > 62,60 zeigt einen Wert an, der unsere kolorimetrische Skala 
iiberragte. 


> 62,60°)1 37,50 | > 62,60 | 9,10] 2,00 | 1,20 | 0,70 


Legende vgl. dort. 
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schidigten Hefeprobe noch zur Beobachtung. Ks ist méglich, daB es 
sich hierbei aber zum Teil um direkte Lésung von kleinen Mengen 
des als Sauerstoffspender zugegebenen m-Dinitrobenzols handelt. 

Als eine Eigentiimlichkeit ist zu erwihnen, daB in einer 
betrichtlichen Zahl von Versuchen nach einem ersten Abfall 
der Reduktionskurve ein nochmaliges Ansteigen bis tiber den 
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Grad der Temperaturachidigung —> 
Fig. 2. 


Reduktionswert der ungeschidigten Hefe zur Beobachtung kam. 
Wo dieser Anstieg auftrat, geschah dies mit RegelmaBigkeit bei 
Hefeproben, welche einer Temperatur zwischen 50 und 55° aus- 
gesetzt worden waren. Bei Hefe mit thermischer Vorbehandlung 
bei 60° treffen wir hingegen die Reduktionsgréfe in allen Fillen 
stark herabgesetzt. Kin einigermafen zu begriindender Kr- 
klirungsversuch fiir das auffillige Emporspringen zwischen 50 
und 55° kénnen wir nicht geben. — Wo diese Zacke fehlt, be- 
steht gute Ubereinstimmung des Kurvenverlaufes mit 
den von Lipschitz und Gottschalk fiir die thermische 
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Schidigung der Atmung des iiberlebenden Froschmuskelgewebe, 
aufgestellten Kurven. 

Die Resultate der Fiitterungsversuche ergeben untey 
Kinschatzung der im vorhergehenden Abschnitt niedergelegtey 
Erfahrungen, daB eine Riickwirkung der thermischey 
Vorbehandlung der Hefe auf irgendein Kontrol}. 
merkmal nicht festgestellt werden kann. Wir kénnen wedey 
bei Temperatur, Puls, Atmungsfrequenz, Lebensdauer, 
prozentualem taglichem Gewichtsverlust noch im kli- 
nischem Verhalten eine gesetzmaBige Abweichung vom Ver. 
halten der mit ungeschidigter Hefe gefiitterten Tiere beobachten, 
Selbst eine thermische Vorbehandlung bei 92° laBt die volle Aus. 
wertbarkeit des oder der stofflichen Vitaminprinzipien durch 
den Taubenorganismus bestehen. Die zweite Versuchsserie 
gibt in dieser Beziehung eindeutigen AufschluB. 

Mit Riicksicht auf dieses negative Ergebnis kann auf die Repro- 
duktion derin den Protokollen niedergelegten Kinzeldaten verzichtet 
werden. Es mégen als Auszug nur die Zahlen erwahnt werden, 
welche fiir Lebensdauer und prozentualen taglichen Gewichts- 
verlust festgestellt worden sind. Wir verweisen auf Tabelle 2 u. 3. 


Tabelle 2. 
Abhangigkeit der Lebensdauer und des taglichen pro- 
zentualen Gewichtsverlustes von der thermischen Vor- 
behandlung der Hefe, die den Tauben als Zulage zum 


reinen Reisregime verabfolgt wurde. 








. ee .| unge- R = fe ohne 
Vorbehandlung der Hefezulagen: schiidigt 50° i0 92° Zulage 
1, Lebensdauer: 

a) weiBe Rasse . 21 (R) 27(L) |20 (L)*)] 27 (L) 20/8) 
b) schwarze Rasse 28,5(R) | 31(R) 419,5(2)*")] 28 (LD) 19 (3) 
2. Prozentualer taglicher 
Gewichtsverlust: : 
a) weiBe Rasse . 1,28°/, | 1,66, | 1,55% | 1,42% | 197i 
b) schwarze Rasse 0,70°% | 1,05, | 1,03% | 1,08%) | 1,43 cf 
3. Anfangsgewicht: : 
a) weiBe Rasse . 248,5 250,5 257,0 273,0 300.) 
b) schwarze Rasse 242.5 255,0 271,5 289,0 391.0 
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Legende: Die Zulagen wurden vom 12. Tage des Reisregimes an 
verabfolgt, nimlich 0,15 g getrocknete PreBhefe jeden zweiten Tag. Die 
Gradzahlen der obersten Horizontalkolonne beziehen sich auf die Tem- 
peratur des Wasserbades, welcher die im Wasser aufgeschwemmte 
Trockenhefe wiihrend 10 Minuten ausgesetzt war. Eine Abhingigkeit 
der Lebensdauer oder des prozentualen tiglichen Gewichtsverlustes von 
der thermischen Vorbehandlung ist nicht festzustellen. 


Tabelle 3. 


Abhangigkeit der Lebensdauer und des tiglichen pro- 

zentualen Gewichtsverlustes von der thermischen Vor- 

behandlung der Hefe, die den Tauben als Zulage zum 
reinen Reisregime verabfolgt wurde. 





unge- 


“7,0 9 
schidigt 60 93 


Art der Hefezulagen: 


1, Lebensdauer: 
1. schwerste Tauben .. . 30 (R) 34 (2) | 35,5 (R) 
2. mittelschwere Tauben. . 59 (R) 37,5(—) | 36 (R) 
3. leichteste Tauben .. . 26 (L) 40 (2) | 45,5(Z) 








4. Mittelwerte. . . .. . 38,5 Dige 39,0 

2. Prozentualer tiglicher Ge- 

wichtsverlust: 
1. schwerste Tauben .. . 1,11%, 1,03°/, 1,09°/, 
2. mittelschwere Tauben. . 0,74°/, 0,93°/, 0,97 °/, 
__ 3. leichteste Tauben . . . 1,24°/, 0,83 °/, 0,66°/, | 

4. Mittelwerte. . ... . 1,03°,, | 0,93°/, | 091°, 

3. Anfangsgewicht: 


1. schwerste Tauben .. . 349,0 343,0 331,0 
2. mittelschwere Tauben. . 336,5 318,5 317,0 














3. leichteste Tauben .. . 306,0 290,5 310,0 
Mittelwerte. . .. . . | 3305 | 3173 | 3193 


Legende: Die Zulagen wurden vom ersten Tage der Reiskost an 
verabfolgt, niimlich 0,15 g getrocknete PreBhefe alle zwei Tage. Das 
verwendete Taubenmaterial war homogen beziiglich Rasse und Gewicht. 
Von den drei Tauben einer Gruppe sind die errechneten Durchschnitts- 
werte in die Tabelle unter die Einzelwerte eingesetzt. Die Gradzahlen 
der obersten Horizontalkolonne beziehen sich auf die Temperaturen des 
Wasserbades, welchen die mit Wasser aufgeschwemmte Trockenhefe 
wihrend 10 Minuten ausgesetzt worden war. 
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Man beachte die weitgehende Ubereinstimmung der Mittelwerte de; 
drei Gruppen betr. Lebensdauer und tiiglichem prozentualem Gewicht. 
verlust. 

Die eingesetzten Buchstaben L, R und S bezeichnen die Art dey 
Beriberisymptome; ZL = Vorwiegen der Lihmungssymptome, R = Yor. 
wiegen der Reizsymptome, S = Schwiiche ohne typische Reiz- oder 
Lihmungssymptome. 


Ein positives Resultat scheint in Tabelle 2 insofern an. 
gedeutet, als die Lebensdauer der Tauben mit Zulagen 
gegeniiber den Tieren ohne Zulagen im Ganzen verlingert 
ist. AuBerdem fallt der geringere prozentuale  tigliche 
Gewichtsverlust der Tauben mit ungeschadigter Hefezulagen 
auf. Die Differenzen sind aber gegeniiber den Tauben mit 
thermisch vorbehandelter Hefe fiir eine bestimmte Schlub. 
folgerung zu wenig pragnant, speziell im Hinblick auf die Re- 
sultate der zweiten Versuchsserie (Tabelle 3). Hier treffen 


wir in der entsprechenden Rubrik eine kaum merklich er- 
hohte Zahl. 


Deutung der Resultate. 


Unsere Befunde bestatigen — wenigstens im Bereich der 
von uns angewendeten Schidigungstemperaturen — diejeniger 
Angaben, welche den B-Faktor als thermostabil bezeichnen. 
Kine Zerlegung des B-Faktors in Teilfaktoren auf dem Wege 
abgestufter thermischer Schadigungen laBt sich nicht durch- 
fiihren. 

Unsere Versuche bestiitigen auch die abstufbare Thermo- 
Jabilitat der Atmung der Trockenhefe als Anteil der Reduktions- 
leistung. 

In der Thermolabilitit der die Sauerstoffverwertung ver- 
mittelnden Katalysatoren einerseits, in der Thermostabilitat 
des Vitamin-B-Faktors anderseits kénnte ein Widerspruch zur 
Auffassung einer stofflichen Beziehung zwischen beiden Prinzipien 
erblickt werden. Eine solche Interpretation unserer Versuche 
wiirde aber iibersehen, daB bei der Wirkung eines Katalysators 
nicht nur die Art des stofflichen Prinzipes, sondern auch seine 
Wirkungsbedingungen von entscheidender Bedeutung sind. 
Wenn die erhitzte Hefe ihr Atmungsvermégen eingebiift hat, 
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so kann dies sehr wohl auf einer Zerstérung der geeigneten 
Wirkungsbedingungen beruhen. Die Auswertbarkeit des stoff- 
lichen Prinzipes durch den Taubenorganismus braucht dabei 
ebensowenig gestdrt zu sein, wie z,B. die Verwertbarkeit des Nah- 
rungseiweiBes durch die Hitzedenaturierung. — Kin positives 
Resultat in bezug auf einen Parallelismus zwischen abgestufter 
thermischer Schidigung des Atmungsprozesses und der Aus- 
wertbarkeit des B-Faktors hatte der These einer stofflichen 
Beziehung zwischen Atmungskatalysatoren und Vitamin-B- 
Faktor eine weitere Stiitze gegeben, analog den positiven Re- 
sultaten, die in der Arbeit von K. Rohr iiber den Parallelismus 
iiber die AtmungsgréBe verschiedener Organgewebe und ihre 
Vitaminwertigkeit niedergelegt sind. Das negative Resultat 
liBt sich weder fiir, noch wider jene Auffassung deuten. 











Die Aktivierung der Invitroatmung durch Muskelkochsaft, 
untersucht an verschiedenen Gewebearten von gesundey 
Tauben, Beriberitauben und Hungertauben. 


Von 


P. Roelli. 


Mit 1 Figur im Text. 
(Aus dem Physiol. Institut der Universitat Zirich.) 
(Der Redaktion zugegangen am 31. Mai 1923.) 


Im Anschlu8 an die Untersuchungen iiber das Wesen der 
Vogelberiberi, welche aus unserem Institut durch W. R. Hess 
und Mitarbeiter bekanntgegeben worden sind, wurden Unter. 
suchungen unternommen mit dem Zwecke, die Bedeutung der 
Atmungsinsuffizienz der Gewebe, welche von Beriberi- 
tauben stammen, weiter zu verfolgen. Es geschah dies 
in unmittelbarem Zusammenhang mit den Untersuchungen von 
W. Ryffel*) und K. Rohr’), iiber welche in dieser Zeitschrift 
berichtet ist. 

Durch die Arbeiten von Batelli und Stern und speziell 
auch diejenigen von Meyerhof ist festgestellt, daB die Atmung 
des iiberlebenden Gewebes durch einen aus dem Gewebe 
extrahierbaren, thermostabilen K6érper stark aktiviert werden 
kann. Batelli und Stern bezeichneten diesen Kérper als 
Pnein.?) Meyerhof spricht von Atmungskérper‘), als einem 
Coenzym der Atmung, begleitet von Oxydationssubstrat. Dabei 


1) W. Ryffel, Diese Zs. Bd. 129, S. 248 (1923). 

?) K. Rohr, Diese Ze. Bd. 129, S. 284 (1923). 

*) Batelli u. Stern, Recherches sur la pnéine et le processus 

respiratoire fondamental. Soc. de Biol. Bd. 65, S. 489 (1908). Zusammenr- 

fassung: Handbuch d. biochem. Arbeitsmethoden Bd. III/1, S. 468 (1910). 
*) O. Meyerhof, Untersuchungen zur Atmung getiteter Zellen. 

II. Mitteilung. Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 170, S. 379ff. (1918). 














den 


Die Aktivierung der Invitroatmung durch Muskelkochsaft usw. 285 


petrachtet allerdings Meyerhof') den Atmungskorper nicht 
jdentisch mit Pnein. 

Ohne zu der Frage des Coenzyms der Atmung weiter 
Stellung zu nehmen, folgen wir hier der Auffassung der ge- 
nannten Autoren, daB sich der Atmungsvorgang in vitro unter 
dem Zusammenwirken von mindestens zwei Faktoren abspielt, 
abgesehen von den Substanzen, an welchen sich die Oxydation 
haw. die Dehydrierung vollzieht. Der eine Faktor liBt sich 
aus dem Gewebe durch Auswaschen nicht entfernen (Batelli 
und Stern, Thunberg, Warburg, Meyerhof). Zertriim- 
merung der Zellstruktnr inaktiviert diesen Faktor. Wir wollen 
hier kurzerhand von Strukturfaktor reden. Die extrahier- 
bare Komponente bezeichnen wir dagegen als Lésungsfaktor. 

Aus diesen Verhialtnissen ergibt sich nun die Frage, ob 
die Atmungsinsuffizienz des Beriberigewebes auf ein 
Defizit baw. eine funktionelle Insuffizienz des Struktur- oder 
des Lésungsfaktors oder mehr oder weniger gleichmaBig 
auf beide Faktoren zu beziehen sei. 

Kine Antwort suchten wir durch folgenden Versuchsplan 
zu erhalten. In parallel gefiihrten Versuchen wurde einerseits 
Gewebe von gesunden Tauben, andererseits von beriberikranken 
Tauben zur Invitroatmung angesetzt, Beide Gewebearten wurden 
dann auf den atmungsaktivierenden Einflu8 yon Muskelkochsaft 
sepriift, welch letzterer nach den Vorschriften von Meyerhof?) 
hergestellt, den léslichen Faktor (Atmungskérper) enthalt. Dabei 
folgten wir der Uberlegung, daB bei einer Insuffizienz des 
Strukturfaktors die Beigabe des Lésungsfaktors nur einen ge- 
ringen atmungssteigernden Effekt auslésen kann. Ein Defizit 
des Lisungsfaktors im Avitaminosegewebe muB sich im Gegen- 
satz dazu dadurch verraten, daB durch das Zufiigen des Koch- 
saftes eine unverhiltnismiBig starke Steigerung der Atmungs- 
intensitiit in Erscheinung tritt, d. h. verglichen mit dem 


1) O. Meyerhof, Uber die Atmung der Froschmuskulatur. Arch. 
f. d. ges. Physiol. Bd. 175, S. 38—39 (1919). 

*) O. Meyerhof, Uber das Vorkommen des Kofermentes der 
alkoholischen Hefegiirung im Muskelgewebe und seine mutmaBliclie 
Bedeutung im Atmungsmechanismus. Diese Zs. Bd. 101, 8S. 168 (1918). 

Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fiir physiol. Chemie. CXXIX. 19 
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Aktivierungsefiekt am Gesundgewebe. Weitere Kontrollen bzy. 
Vergleichsversuche wurden mit Geweben ausgefiihrt, welche 
Hungertieren entnommen waren. Wir verfolgten dabei den Zweck, 
den KinfluB eines Defizits an Nihrstoffen im Hungergewebe klar. 
zustellen und nach Unterschieden gegeniiber dem Verhaltey 
von Beriberigewebe zu fahnden. Dies schien uns deshall 
wiimschbar, weil mit dem Zustand der Avitaminose immer auch 
ein Hungerzustand verbunden ist, als Folge der im vorgeriicktey 
Stadium stark beeintrichtigten Ernihrung. Es muB deshalh 
bei der Bewertung eines eventuellen Gegensatzes im Verhalten 
von Gesundgewebe und Beriberigewebe der Effekt in Rechnung 
gezogen werden, der durch den Hungerzustand bedingt ist. 


Methodik. 

Als Versuchsmaterial dienten Tauben, die ungefihr gleich- 
altrig und vollstandig erwachsen und von derselben Rasse 
waren. Das Futter der Normaltauben bestand aus einem 
Gemisch von Weizen und Mais, die Beriberitiere erhielten aus- 
schlieBlich Reis. Es kamen nur solche Tiere zur Verarbeitung, 
die typische Beriberisymptome zeigten. 

Die Hungertiere wurden etwa nach dem 10. Hungertage ver- 
wendet. Sie wurden tiglich mit dem Thermometer kontrolliert. 
Hin Abfall bis auf 38° zeigt den nahen Tod an. In diesem 
Stadium wurden die Tiere zum Versuch getitet. 12 Tage ent- 
spricht ungefahr dem Termin, innerhalb welchem Hungertauben 
elngehen. 

Die Verarbeitung der Tiere zum Atmungsversuch folgte 
in der in unserem Institut iiblichen Weise, die an anderer 
Stelle genauer ausgefiihrt ist.) Als Indikator fiir die Atmungs- 
intensitat diente ebenfalls entsprechend friiheren Versuchen 
die Lipschitz’sche m-Dinitrobenzolmethode, und zwar 
in der Versuchsform, wie sie von Hess”), Hess und Messerli’, 
ferner von Ryffel*) beschrieben ist. Eine Abweichung be- 





1) Vgl. vorstehende Arbeit von W. Ryffel. 

*) Vgl. vorstehende Arbeit von W. R. Hess. 

*) W. R. Hess und N. Messerli, Untersuchungen iiber die Ge- 
webeatmung bei Avitaminose. Diese Zs. Bd. 119, 8. 176 (1922). 

*) Vgl. vorstehende Arbeit von W. Ryffel. 
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stand aber darin, daB wir nur mit 0,5 g Gewebe arbeiteten, 
nicht wie die genannten Untersucher mit 1,0 g. Wir muBten 
uns mit dem Gewebe mehr einteilen, weil wir von den ver- 
schiedenen Organen, die wir priiften, immer 2 Parallelréhrchen 
ansetzten, niimlich ein Réhrchen ohne, das andere mit Kochsaft- 
beigabe. Fiir Pankreas und Niere, gelegentlich auch fir Gehirn, 
war es nicht méglich, 2 g vom einzelnen Tier zu erhalten. 
Unsere Versuchszahlen kénnen deshalb nicht mit denen in den 
zitierten Arbeiten verglichen werden, weil die AtmungsgréBe 
yemerkenswerterweise nicht proportional der Menge des Ge- 
webes zunimmt. Wir werden aber bei der Besprechung der 
Resultate sehen, daB dies auch gar nicht der Fall sein kann. 

Die Menge der phosphatgepufferten Ringerlésung, in der 
das maschinell auf eine Schnittdicke von 0,5 mm zerkleinerte 
Gewebe suspendiert wurde, war, wie bei den anderen Unter- 
suchern unseres Instituts, durchgehend 10 ccm. 

Unsere Versuche stellten wir mit folgenden Gewebearten 
an: Niere, Leber, Gehirn, Muskel, Pankreas. 

Als Atmungsmilieu diente phosphatgepufferte Ringerlésung 
mit einer Phosphatkonzentration von 1:10,7 molar und einer 
H-Ionenkonzentration von py = etwa 8,5 (Phenolphthalein leicht 
rosa) Die Atmungsdauer betrug in allen Fallen 1 Stunde 
bei 40°, Alle 5 Minuten wurde das Gewebe tiichtig durch- 
seschiittelt. Der Sauerstoff war vor dem Ansetzen ins Warme- 
bad durch Stickstoff ausgeblasen worden. 

Zur Herstellung des Kochsaftes als Traiger des léslichen 
Faktors beniitzten wir Extremititenmuskulatur von Ratten, 
deren Kochsaft nach der Angabe von Meyerhof einen hohen 
Aktivierungsgrad besitzt. Auf jedes Gramm feingeschnittenes 
Muskelgewebe kamen 4 ccm Ringerlésung (ohne Phosphat- 
zusatz) Ks wurde bis zum Aufkochen erhitzt, die Flissigkeit 
abgegossen, filtriert und darauf mit '/,n. NaOH auf Phenol- 
phthalein leicht rosa titriert. Meistens kam der Kochsaft inner- 
halb 3 Stunden zur Verwendung, in einzelnen Versuchen nach 
einer Aufbewahrung im Kiskasten nach héchstens 12 Stunden. 

Die Atmungsproben mit Kochsaft erhielten denselben 


in einer Menge von 5 ccm, zugesetzt zu 5 ccm-Phosphatringer- 
19* 
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mischung. Der Phosphattiter der letzteren war so gehaltep, 
daB nach Vermischung eine Phosphatkonzentration von 1:10,7 
molar zustande kam, entsprechend der Phosphatkonzentratioy 
in den Vergleichsréhrchen ohne Kochsaftzusatz. 

Das Gewebe wurde unmittelbar vor dem Kochsatftzusat, 
in das Reagierréhrchen eingetragen, der m-Dinitrobenzolzusatz 
erfolgte unmittelbar nachher, worauf alles durchgeschiittelt 
und der Sauerstoff durch Stickstoff verdriingt wurde. Alle 
verwendete Fliissigkeit war eisgekiihlt. Der Moment des Kin. 
hingens der Reagierréhrchen in das auf 40° eingestellte 
Wasserbad wurde als Beginn des Atmungsversuchs notiert. Das 
Zuriickbringen der Réhrchen in Eiswasser nach Verlauf einer 
Stunde bedeutete den Abbruch der Atmungsperiode; gleich. 
zeitig wurde etwas Essigsiure zugesetzt. Hernach wurde die 
Fliissigkeit jedes Kinzelversuchs mit dem gleichen Volumen 
96 °/,igen Alkohols versetzt und nach Durchmischung verkorkt 
in den Hiskasten gestellt. Stehenlassen vor dem Zentrifugieren 
erleichtert eine vollstindige Klirung, ohne da, wie Kontrollen 
erwiesen, eine Zunahme der Gelbtinktion zustande kommt. Des- 
halb kamen wir im Verlauf der Versuche dazu, die vom Ge- 
webe abgeschiittete Flissigkeit 1—2 Tage im Hiskasten zu 
belassen, bevor sie in der Zentrifuge geklirt und sodann 
colorimetriert wurde. 

Als Colorimeter diente der von W. R. Hess!) angegebene 
Apparat mit photographischer Fixierung der durch den Farb- 
stoff bedingten Lichtextinktion. Die Extinktionswerte wurden 
durch Verwendung einer Tabelle in Konzentrationswerte um- 
gerechnet, und die Zahlen — entsprechend der Verdiinnung 
der Suspensionsfliissigkeit durch Alkohol — verdoppelt. Die 
nachfolgend angegebenen Zahlen stellen ein relatives Mab dar 
fiir die Menge des durch die Sauerstoffzehrung der Gewebe 
reduzierten m-Dinitrobenzols. Als solche sind sie das Mai 


fir die AtmungsgréBe des zum Versuche angesetzten 
Gewebes. 





1) W. R. Hess, Photographische Konzentrationsbestimmung einer 
Farbstofflésung. Diese Zs. Bd. 119, S. 172 (1922). 
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Resultate. 


Die Daten, welche auf die beschriebene Weise erhalte) 
worden sind, finden sich in Tabelle 1, 2 und 3 zusammen. 
gestellt. 

Die Zahlen sind so geordnet, daB zu jedem Tier eine 
Vertikalrubrik gehért mit der Tiernummer am Kopf dey 
Kolonne. Untereinander stehen die Werte, die fiir dic yer. 
schiedenen Organe gefunden wurden; jede Horizontalreilhe 
entspricht den EKinzelwerten, welche fiir eine Organart bei 
den verschiedenen Tieren gefunden worden sind. Fiir jedes 
Organ und jedes Tier sind zwei Zahlen in verschiedener Schrift 
nebeneinander gesetzt. Die kursiv gedruckte Zahl gibt den 
Atmungswert ohne Kochsaftzusatz (0. K.); die normal ge. 
druckte das Resultat des Parallelversuchs mit Kochsaft- 
zusatz (m. K.) an. 

Die letzte Vertikalkolonne enthialt die fiir alle Tiere einer 
Gruppe errechneten Mittelwerte, getrennt fiir die Versuche 
ohne Kochsaftzusatz (kursiv) und die Versuchsresultate mit 
Kochsaftzusatz (Normaldruck). 

Alle drei Tabellen sind nach derselben Ordnung aui- 
gestellt, Tabelle 1 bezieht sich auf 7 Normaltauben, Tabelle 2 
auf 7 Beriberitauben und Tabelle 3 auf 7 Hungertauben. 

Zur besseren Ubersicht der Resultate sind die Mittelwerte 
in der umstehenden Figur graphisch verarbeitet. 

Die Ubertragung der Durchschnittswerte auf Millimeter- 
papier geschah unter Gruppierung nach Organen. Derart finden 
wir fiir Niere, Leber, Gehirn, Muskel (Brust) und Pankreas je 
3 Paare von Ordinaten aufgerichtet, von denen die ersten dem 
Durchschnittswerte der 7 Gesundtauben (G), die zweiten der 
7 Beriberitauben (B), die dritten der Hungertauben (H) ent- 
sprechen. Die ausgezogenen Ordinatenlinien bezeichnen dic 
Atmungsversuche ohne Muskelkochsaft, die gestrichelten 
Ordinaten die Versuche mit Kochsaftzusatz. Die unmittelbar 
beisammenstehenden ausgezogenen und gestrichelten Linien be- 
ziehen sich jeweilen auf dasselbe Organ von derselben Tiergruppe. 
Die beiden Linien geben dementsprechend die Resultate der 
beiden Parallelversuche an, das Uberragen der gestrichelten 
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(Qrdinate gegeniiber der zugeordneten ausgezogenen ist der 
Ausdruck der Aktivierung der Atmung durch Muskelkochsatft. 
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Graphische Darstellung der Mittelwerte aus Tab. 1, 2 und 3. Die 
ausgezogenen Vertikallinien bringen die Atmungsgré8en der ohne 
Kochsaft atmenden Proben zur Darstellung, die punktierten der 
mit Kochsaft versetzten Atmungsproben. Das Uberragen det 
punktierten Ordinaten iiber die ausgezogenen zeigt den Grad der 
Atmungsaktivierung an. Die Darstellung der Werte ist nach 
Organen gruppiert, und zwar bezieht sich G je auf die Werte von Ge- 
sundtauben, B auf die Beriberitauben und H auf Hungertauben. 

Man beachte das Zuriickbleiben des Beriberigewebes, spez. bei den 
kochsafthaltigen Proben. Besonders markant ist dies bei Leber, Gehirn 
und Brustmuskel, wihrend Pankreas eine Ausnahme macht. Auffallend 
ist die starke Aktivierung des Lebergewebes und auch des Gehirn- 
gewebes von Hungertauben, Diese Erscheinung ist ein markanter 
Gegensatz zum Verhalten der gleichartigen Gewebe von Beriberitieren. 

(Versuchsbedingungen s. Legende zu Tab. 1, 2 und 8). 
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Die Durchpriifung der Tabellen und der graphischen Dar. 
stellung der Mittelwerte ergibt folgende Befunde: 

1. Die Atmungswerte der verschiedenen Organe ordnen 
sich in der Reihe, wie dieselbe in den Untersuchungen yon 
W. R. Hess’), W. R. Hess und N. Messerli?) und yon 
K. Rohr?) fesgestellt worden ist. 

Quantitativ besteht nur insofern ein Unterschied gegen. 
iiber den genannten Untersuchern, als die Differenz zwischen 
Leber und Niere — Normaltiere und Hungertiere je unter sich 
verglichen — nicht so stark ausgesprochen ist. 

Bei den Beriberitieren kehrt sich das Verhiltnis sogar 
um, d. h. bei den Atmungsproben ohne Kochsaft. Die Atmungs. 
proben mit Muskelkochsaft folgen dagegen ohne einen einzigen 
Widerspruch der Regel. 

2. Die Atmungswerte ohne Kochsaftzusatz sind im Ver. 
gleich zu denen von Hess und Hess und Messerli auffallend 
niedrig. Hier ist zu wiederholen, da ein direkter Vergleich 
der Werte aber nicht vorgenommen werden kann, weil nicht 
mit den gleichen Organmengen gearbeitet wurde. Wie be- 
reits erwihnt, besteht keine direkte Proportionalitat zwischen 
Organmenge und Atmungswert. Auch in Bezug auf das Milieu 
bestehen Unterschiede, da wir inzwischen die Untersuchungen 
von Ryffel*) uns zunutze machen konnten. 

Das niedrige Durchschnittsniveau der Werte ohne Koch- 
saftzusatz ist zweifellos auf die geringe Organmenge zuriick- 
zufihren. Es geht dies aus weiter unten referierten syste- 
matischen Untersuchungen iiber den EinfluB der Gewebe- 
menge auf die Atmungsintensitét hervor. Diese Auslegung 
wird auch dadurch bestitigt, daB der erwihnte Gegensatz bei 
Pankreas nur sehr unwesentlich zum Ausdruck kommt, weil 





1) W. R. Hess, Die Rolle der Vitamine im Zellchemismus. Diese 
Zs. Bd. 117, 284 (1921). 

*) W. R. Hess und Messerli, Untersuchungen iiber Gewebe- 
atmung bei Avitaminose. Diese Zs. Bd. 119, S. 176 (1922). 

*) K. Rohr, Vergleichende Untersuchungen iiber die AtmungsgriBe 
verschiedener Gewebearten und ihren Gehalt am Vitaminfaktor B. Diese 
Zs. Bd. 129, S. 284 (1928). 

4) Vgl. vorstehende Arbeit von W. Ryffel. 
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bei dieser Gewebeart auch Hess und Messerli nur mit 0,5¢g 
_ also derselben Organmenge wie wir — arbeiteten. 

3. Die Durchschnittswerte der ohne Kochsaft durch- 
gefiihrten Atmungsversuche sind bei Normaltieren, bei Beri- 
beritieren und bei Hungertieren auffallend ahnlich. Dies ist 
ein wichtiger Befund. Er scheint im Widerspruch zu stehen 
mit den Konstatierungen von Hess?) und Hess und Mes- 
serli?) und damit auch mit den Untersuchungen von Abder- 
halden*). Denn die Genannten hatten ihre Atmungsversuche 
ohne Kochsaftzusatz ausgefiihrt und gerade daran die Gegen- 
sitze in der AtmungsgréBe des Gesund- und Beriberigewebes 
gefunden. Die Tabellen in der Arbeit von Hess und Messerli 
zeigen so auBerordentliche Differenzen der Durchschnittswerte 
zwischen Gesund- und beriberikrankem Gewebe, da8 unsere 
Befunde iiberraschen, finden wir doch einmal den Gesundwert 
sogar um ein geringes tiberhéht durch den Beriberiwert. 

4, Wenn wir nun die Resultate der Versuche mit Koch- 
saftzusatz unter sich vergleichen, so indert sich das Bild 
wesentlich. Jetzt finden wir ausnahmslos die Beriberiwerte 
niedriger, zum Teil sogar sehr erheblich niedriger als die Ge- 
sundwerte und auch als die Hungerwerte. Eine Ausnahme 
macht Pankreasgewebe, welches in seinem Verhalten auch 
nach den Beobachtungen von Hess und Messerli, Hess und 
Takahashi‘) und E. Rothlin) seine eigenen Wege zu gehen 
scheint. Diese letztere Feststellung wurde, obgleich zweifellos 
beachtenswert, nicht weiter verfolgt. 

Interessant ist ferner die Tatsache, daB bei einzelnen 
Organen das Hungergewebe ganz besonders stark aktiviert 
wird, so daB es schlieBlich mit Kochsaftzusatz das ebenfalls 





) a. a, O. 

*) a. a, O. 

‘) E. Aberhalden, Weitere Beitriige zur Kenntnis von orga- 
nischen Nahrungsstoffen mit spezifischer Wirkung. II. Mitteil., Pfligers 
Arch. Bd. 182 (1920). 

4) W. R. Hess u. Takahashis Nachweis eines stofflichen Defizites 
im Gewebe an Avitaminose erkrankter Tiere. Biochem. Zs. Bd. 122, 
S. 193 (1921), 

*) E. Rothlin, Untersuchungen iiber den Gehalt an diastatischem 
Ferment des Pankreas bei Beriberitauben. Diese Zs. Bd. 121, S. 300 (1922). 
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mit Kochsaft angesetzte Normalgewebe um ein bedeutendes 
iiberragt. Dies treffen wir bei Gehirn und Leber. Eine gu 
begriindete Deutung ist zurzeit nicht zu geben. Es sieht 
so aus, wie wenn im Verlauf der Hungerperiode Verschiebungey 
des Strukturfaktors erfolgten im Sinne einer Reaktionsbeschlev. 
nigung zugunsten jener Organe. 

5. Der Schwerpunkt unserer Beobachtungen liegt im 
Vergleich der direkt zusammengehérenden Mittelwerte, welche 
sich auf dasselbe Organ und dieselbe Tiergruppe beziehen und 
zwar einerseits aus Versuchen stammen ohne, andererseits aus 
Versuchen mit Kochsaft. Das Resultat der Gegeniiberstellung 
zeigt uns an, in welchem Grade die verschiedenen Gewebe- 
arten durch Zusatz von Muskelkochsaft in ihrer Atmungsgrife 
verstirkt werden. KHindeutig hebt sich daher die Erscheinung 
ab, daB das Nierengewebe weitaus die starkste Aktivierung 
erfibrt. Es ist die Leistungsfahigkeit seines Struktur- 
faktors besonders gut entwickelt. Sie kann aber erst dann 
recht zur Geltung kommen, wenn die Wirkungsbedingungen 
giinstige sind und dazu gehért eben die Gegenwart des lis- 
lichen Faktors und zweifellos auch von Substanzen, welche 
im OxydationsprozeB verbrannt werden. Wir denken dabei 
an Bernsteinsiure, Fumarsiure und die andern Stoffe, fiir 
welche durch Untersuchungen von Thunberg"), Batelli und 
Stern’), Lipschitz’), Meyerhof*), Abderhalden5) u. a. eine 
Erhéhung der Sauerstoffzehrung erwiesen ist. 





1) Thunberg, Studien iiber die Beeinflussung des Gasaustausches 
des iiberlebenden Froschmuskels durch verschiedene Stoffe, Skand. 
Arch. Physiol. Bd. 25, 8. 37 (1911). 

*) Batelli und Stern, Die Oxydation der Bernsteinsiiure durch 
Tiergewebe, Biochem. Zs. Bd, 30, S. 172 (1911). Die Oxydation der 
Zitronen-, Apfel- und Fumarsiiure durch Tiergewebe, Diese Zs. Bd. 31, 
S. 478 (1911). 

5) W. Lipschitz u. A. Gottschalk, Die Reduktion der aroma- 
tischen Nitrogruppe, I. Mitteil., Pfliigers Arch. Bd. 191, 26 ff. (1921). 


‘) O. Meyerhof, Uber die Atmung der Froschmuskulatur, Pfligers 
Arch. Bd. 175, S. 46 (1919). 

*) E. Abderhalden und L. Schmidt, Weitere Beitriige zur 
Kenntnis von organischen Nahrungsstoffen mit spezifischer Wirkung, 
III. Mitteil. Pfliigers Arch. Bd. 185, 8. 141 (1920). 
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Sehr schén geht das besondere Verhalten der Niere aus 


Tabelle 4 hervor, in welcher eine Ubersicht tiber den Grad 


der Aktivierung gegeben ist. Die rubrizierten Zahlen geben den 
Atmungswert der Kochsaftproben, wenn das Resultat der zu- 
gehorigen kochsaftfreien Proben gleich 100 gesetzt ist. Sowohl 
pei Gesund-, bei Beriberi- und bei Hungertauben weist die 
Niere die hdchsten Zahlen auf. Das gesunde Nierengewebe 
erfihrt, wie die Tabelle zeigt, ein Aufschnellen des Atmungs- 
wertes von 100 (als Vergleichsbasis) auf 613, bei Nierengewebe 
yon Beriberitieren von 100 auf 520, beim Hungertier von 100 
auf 588. Bei den andern Organen schwankt die Aktivierung 
zwischen den Werten 219°/, (Gehirn) und 284 °/, (Pankreas)’) 
fir Gesundgewebe, zwischen 152 °/, (Muskel) und 327 °/, (Pan- 
kreas) bei Beriberigewebe, zwischen 172 °/, (Pankreas) und 
44°/, (Leber) bei Hungergewebe. 


Tabelle 4. 
Prozentuale Steigerung der AtmungsgréBen ver- 
schiedenartiger Gewebe. 




















Gesund Beri- Beri Hunger 
= T. T. 
| ee 613 520 538 
Leber... . 242 156 464 
Gehirn .. . 219 180 242 
Brustmuskel . 220 152 196 
Pankreas . . 284 327 172 


Tabelle 4 stellt in den 3 Vertikalkolonnen die Resultate der Gewebe- 
atmung von gesunden, von beriberikranken Tauben und von Hungertauben 
einander gegeniiber. Jede Zahl entspricht dem Mittelwert von 7 Tieren. 
Fiir jedes Organ und fir jede Tiergruppe ist der Durchschnittswert der 
ohne Kochsaft atmenden Proben = 100 gesetzt. Die Zahl 613 in obiger 
Tabelle gibt dementsprechend an, da8 durch Kochsaftzusatz die Atmungs- 
gréBe yon Nierengewebe der Gesundtauben von 100 auf 613 gehoben 
wird. Man beachte die in allen 3 Gruppen zum Ausdruck kommende 
starke Atmungsaktivierung des Nierengewebes. Bei Leber, Gehirn und 





'!) Auf die Ausnahmestellung des Pankreasgewebe ist bereits hin- 
gewiesen worden. 
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Brustmuskel bleibt das Beriberigewebe gegeniiber dem gleichartigey 
Gesund- und Hungergewebe stark zuriick. Bei Pankreas wird im fjp. 
klang mit andern Beobachtungen ein entgegengesetztes Verhalten he. 


obachtet. 

Aus dem Vergleich, der den iibrigen Organen zugeordneten 
Zahlen (siehe auch Figur) zeichnen sich noch zwei Tatsachen 
markant ab, nimlich erstens, daB das Lebergewebe des Hunger. 
tiers ganz besonders aktivierungsfihig ist und zweitens 
da8 das Beriberigewebe abgesehen vom Pankreas in seiner 
Steigerungsfihigkeit stark zuriickbleibt. Diese letzte Tat. 
sache wird noch besonders verdeutlicht, wenn wir die Kinzel- 
werte in Tabelle 2, dh. der Beriberigruppe durchsehen, 
Dabei treffen wir bei einer ganzen Reihe von Proben iiber- 
haupt keine Steigerung durch Kochsaftzusatz. Im 
Vergleich zu den in Tabelle 1 und 3 niedergelegten Versuchs- 
resultaten erscheint dieser Befund als etwas ganz auBergewiolin- 
liches. Wir konstatieren ihn bei Taube Nr. 149 fiir Brust- 
muskel und fiir Leber, bei Taube Nr. 152 fiir Leber, bei Taube 
Nr. 163 fir Leber, und bei Taube Nr. 182 fiir Brustmuskel. 
Auch sonst zeigt uns die Tabelle eine groBe Zahl von Parallel- 
werten mit auffallend geringen Differenzen zwischen kochsaft- 
freier und kochsaftfiihrender Atmungsprobe. 


Deutung der Resultate. 


Als pragnantestes Resultat erachten wir die Tatsache, 
da8 Beriberigewebe in Bezug auf seine Aktivierbarkeit durch 
Kochsaft ganz bedeutend hinter dem Gesund- und Hunger- 
gewebe zuriickbleibt. Abderhalden?) hat auch Aktivierungs- 
versuche durchgefiihrt mit Hefeautolysat, alkoholischem Hefe- 
extrakt, Hefekochsaft und vereinzelt auch mit Muskelkochsaft. 
Er stellte dabei eine iiber das Gesundgewebe hinausragende 
Aktivierbarkeit des Beriberigewebes fest. Wir miissen es hier 
dahin gestellt sein lassen, den Grund fir diesen Widerspruch 
zu suchen. Seine Feststellung miissen wir um so mehr hervor- 


1) E. Abderhalden und E. Wertheimer, Weitere Beitrige zur 
Kenntnis von org. Nahrungsstoffen mit spez. Wirkung, X. Mitteilung, 
Arch. f. d. ges. Physiol. Bd. 192, S. 174 (1921). 


> * 
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heben, als Abderhalden aut seine Befunde einer besonders 
stark ausgesprochenen Aktivierbarkeit des Beriberigewebes 
sehr groBes Gewicht legt. Wir unsererseits méchten betonen, 
daB wir bei allen Untersuchungen stets peinlichst darauf 
achteten, dieselben Versuchsbedingungen aufrecht zu erhalten. 
Der Grad der Zerkleinerung wurde bei uns zur Erreichung 
einer moglichsten GleichmaBigkeit maschinell vorgenommen. 
Wir arbeiteten in jedem Falle mit derselben (phosphathaltigen) 
Suspensionsflissigkeit und immer in genau der gleichen Menge. 
Immer war der Phosphatgehalt und py, auf denselben defi- 
nierten Wert fixiert. Auch in Bezug auf die Organmengen 
wurde stets gleich verfahren. Aus den Protokollausziigen 
Abderhaldens geht hervor, daB bei ihm diese Voraussetzungen 
eines eindeutigen Vergleiches nicht erfillt sind. 

\ Besonders markant sind unsere bereits erwahnten Fille, 
wo der Kochsaft iiberhaupt keine Aktivierung zustande brachte. 
Es ist nach unserem Dafiirhalten hier nur eine Deutung még- 
lich: Die Atmungsinsuffizienz des Beriberigewebes ist 
nicht in einem Defizit des léslichen Faktors zu suchen, 
ob dieser nun seiner Natur nach ein Coenzym, oder ein Ge- 
misch oxydabler — inbegriffen autoxydabler — Stoffe dar- 
stelle. 

Nur wenn die Insuffizienz den Strukturfaktor be- 
trifft, kénnen Resultate zustande kommen, wie sie aus unseren 
Versuchen sprechen. Einerseits haben wir das Gesundgewebe, 
andererseits das Beriberigewebe; beide erhalten dieselbe Menge 
yon léslichem Faktor zugefiigt (im Kochsaft). Das erstere 
schnellt in der Atmung stark in die Héhe, das andere nur 
wenig oder gar nicht. Wire die Atmungsinsuffizienz des 
Beriberigewebes durch Mangel an ldslichem Faktor bedingt, 
so miiBte gerade bei ihm die starke Aktivierung zu beobachten 
sein. Wir glauben, da8 unsere Feststellungen prinzipielle Be- 
deutung haben, speziell mit Riicksicht auf die neuerdings von 
Abderhalden gegebene Deutung seiner Versuche iiber die 
Rolle der Sulfhydrilgruppe.!) Diese ist zum groBen Teil sicher 


1) E. Abderhalden, Studien itiber Autooxydationen, Pfliigers Arch. 
Bd, 197, S. 131 (1922). Vgl. ferner Hopkins, Uber einen autooxydablen 
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in der léslichen Fraktion zu suchen. Es soll nicht Sesagt 
werden, da8 daneben diese nicht auch eine Verschiebung ihres 
Gehaltes erfahre. Wenn wir aber von Atmungsferment 
als Strukturfaktor und von Koferment und Brenn. 
material als léslichem Faktor sprechen, so formulier; 
sich unser Resultat im Sinne eines Fermentdefizites. Ube 
das Verhalten des Kofermentes wiirden Versuche Aufschluf 
geben, bei welchen Kochsaft hergestellt wird aus Gesund. 
gewebe und Beriberigewebe. Man miiBte dann an aus. 
gewaschenem Gesundgewebe die Aktivierung durch die beidey 
Kochsaftsorten miteinander vergleichen. In Fortsetzung der 
Versuche von W.R. Hess und Takahashi!) und von K. Rohr} 
kann auch im biologischen Versuch die Frage angegriffen 
werden, indem auf Reis gesetzte Tauben Zulagen aus aus- 
gewaschenem Gewebe — einerseits von Gesundtauben, anderer. 
seits von Beriberitauben — erhalten. Auch mit Kochsaft von 
gesunden und beriberikranken Tieren kénnen vergleichende 
Fiitterungsversuche gemacht werden. Wie auch solche Ver- 
suche ausfallen mégen, soviel zeichnet sich heute schon mit 
Sicherheit ab, daB der Insuffizienz des Strukturfaktors im 
Wesen der Vogelberiberi eine entscheidende Bedeutung zufillt. 

Mit der fehlenden bzw. geringen Aktivierbarkeit des 
Beriberigewebes hingt nun unmittelbar die Tatsache zusammen, 
daB die durch Kochsaft aktivierten Proben den Kontrast 
zwischen Gesund- und Beriberigewebe viel pragnanter zeigen 
als die nicht aktivierten Proben. Es harmoniert diese Er- 
scheinung mit der Vorstellung, daB die Kochsaftwirkung zum 
groBen Teil auf die Gegenwart von Oxydationsmaterial 
zuriickzufiihren ist; dadurch, daB dieses den Zellen angeboten 


Bestandteil der Zelle, Chem. Ber. Bd. 9, S. 568, O.Meyerhof, Unter- 
suchungen zur Atmung getéteter Zellen, III. Mittlg., Arch. f. d. ges. 
Physiol. Bd. 170, 8. 432 (1918). 

*) W. R. Hess und N. Takahashi, Nachweis eines stofflichen 
Defizites im Gewebe an Avitaminoseerkrankter Tiere, Biochem. Zs. 
Bd. 122, S. 193 (1921). 

*) K. Rohr, Vergleichende Untersuchungen tiber die Atmungsgribe 
verschiedener Gewebearten und ihrem Gehalt an Vitaminfaktor B, Diese 
Zs. Bd. 129, S. 248 (1928). 
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wird, ist ihre Oxydationsfihigkeif in gesteigertem MaBe in 
Anspruch genommen. Derart wird die vorhandene Insuffizienz 
erst recht in Erscheinung gebracht, d.h. auf dem Wege 
funktioneller Belastung des Atmungschemismus. LErst im 
absoluten Uberschu8 des Brennmaterials kann sich das 
Atmungsvermégen eines Gewebes in seiner wirklichen Leistungs- 
fihigkeit zeigen. Unter diesem Gesichtswinkel miissen wir 
das verschiedene Verhalten des Leber- und Nierengewebes bei 
allen drei Tiergruppen betrachten. Das Nierengewebe 1laSt 
sich sehr stark aktivieren, das Lebergewebe weniger. Die 
Aktivierbarkeit verrit die gréBere Leistungsfihigkeit des 
Strukturfaktors, der das dargebotene Plus an Brennmaterial 
gu verarbeiten vermag. Damit kommen wir nun auch zu einer 
Erklirung der Unstimmigkeiten in unseren Resultaten gegen- 
iiber den Befunden von W.R. Hess und Mitarbeiter. Dort 
sehen wir, wie auch in den Versuchen von K. Rohr, die 
Rangordnung zwischen Leber und Niere ausgedriickt im Sinne 
eines erheblichen Vorsprunges des Nierengewebes. Wir 
beobachten diesen Gegensatz nur beim aktivierten Material; 
bei nicht aktivierten halt sich das Atmungsvermégen von 
Niere und Leber ungefihr die Wage. Abweichend sind unsere 
Resultate auch in dem Punkte, als wir zwar bei Muskel, 
Gehirn und Niere schon bei den nicht aktivierten Proben ein 
etwelches Zuriickbleiben des Berberigewebes konstatieren; aber 
die Unterschiede sind bei weitem nicht so groB, wie bei Hess. 
Leber fallt uns gar mit einem kleinen Plus aus der Rolle, 
das allerdings im Bereich der Versuchsfehler liegt. 

Es ist nicht anzunehmen, daB die Abweichungen unserer 
Resultate damit zusammenhingen, daB wir in _ phosphat- 
sepufferter, Hess in bicarbonatgepufferter Liésung arbeiteten. 
Bei der besonderen Stellung des Phosphations im Abbau der 
Kohlehydrate ist dieser Gedanke nicht von vornherein von der 
Hand zu weisen. Dagegen ist aber zu sagen, daB Ryffel?) 
auch bei Phosphatpufferung eine stark verminderte Invitro- 
atmung der Muskulatur von Beriberitauben fand. Aus seiner 


') W. Ryffel, Untersuchungen iiber den Einflu8 der Milieubedin- 
gungen auf die Atmung iiberlebenderGewebe. Diese Zs. Bd, 129, 8.284 (1923). 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift fir physiol. Chemie. CXXIX. 20 
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Tabelle 4 entnehmen wir fiir eine Versuchstemperatur yop 
40° Atmungswerte von 1,60 fir die Brustmuskulatur yoy 
2 Beriberitauben. Unter genau denselben Bedingungen 
findet er fiir Muskelgewebe gesunder Tauben (5 Tiere) den 
Mittelwert von 7,26. Trotz der Gegenwart des Phosphations 
kommt also die Atmungsinsuffizienz des Beriberigewebes 
markant zum Ausdruck! Von wesentlicher Bedeutung fiir die 
Erklirung unserer abweichenden Befunde ist sicher die Tat. 
sache, daB wir nur mit einem halben Gramm Organmasse 
arbeiteten, Hess und auch Ryffel hingegen mit einem 
Gramme. Die Menge der verwendeten Suspensionsfliissigkeit 
war hingegen hier und dort dieselbe, nimlich 10 ccm. Bei 
einer Aufschwemmung von ?/, g Organmasse treffen wir den 
léslichen Faktor natiirlich auch nur in der halben Konzen- 
tration gegeniiber den Atmungsproben mit 1 g Organsubstanz. 
In letzterem Falle atmet also nicht nur die doppelte Organ- 
menge, sondern dieselbe befindet sich auch unter giinstigeren 
Atmungsbedingungen; es ist der Strukturfaktor durch eine 
héhere Konzentration des léslichen Faktors stirker aktiviert. 
d.i. starker belastet. Daraus ergibt sich die Folgerung, da8 
mit abnehmender Organmenge — bei gleichbleibendem 
Volumen der Suspensionsflissigkeit — die auf die Massen- 
einheit bezogene Atmungsleistung eines Gewebes absinken 
mu, wie dies ja auch von Meyerhof gefunden und gedeutet 
worden ist. SchlieBlich miissen wir zu einer allzustarken Ver- 
diinnung des Faktors kommen, bei welcher die Atmungs- 
bedingungen nicht mehr ‘&hnlich den biologischen Verhilt- 
nissen sind, und andere Faktoren bestimmend in den Vorder- 
grund treten. So gelangen wir nicht nur zu einem Ver- 
stindnis unserer auffallend niedrigen Atmungswerte, sondern 
es ergibt sich auch eine Erklirung fiir ihre abweichenden 
Befunde betreffend Verhalten des Beriberigewebes. 


Zusammenfassung. 
Der Ausgangspunkt unserer Untersuchungen ist die Tat- 
sache eines herabgesetzten Atmungsvermégens der Gewebe von 
Beriberitauben. Durch die Aufteilung der Gewebeatmung in 
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einen an die intakte Zellstruktur gebundenen Faktor und in 
eine beim Auswaschen der Gewebe in Lésung gehende Kom- 
ponente wird die Frage aufgeworfen, ob die Atmungs- 
‘nsuffizienz des Beriberigewebes auf den Struktur- 
faktor oder auf den léslichen Faktor zu beziehen sei. 
Die Beantwortung wird in Versuchen gefunden, bei welchen 
yerschiedene Gewebearten von gesunden und von beriberi- 
kranken Tauben auf ihr Atmungsvermégen gepriift werden, 
einerseits ohne Kochsaft-(Atmungskérper)zusatz, andererseits 
— d.h. im Parallelversuch — mit Kochsaftzusatz. Wenn die 
herabgesetzte Atmung des Beriberigewebes ausschlieBlich oder 
in der Hauptsache darauf zu beziehen wire, daB der lésliche 
Faktor mehr oder weniger mangelt, so miiBte die Atmung 
des Beriberigewebes durch Kochsaftzusatz eine besonders 
kraftige Aktivierung erfahren. Wenn hingegen die In- 
suffizienz durch ein Defizit an Strukturfaktor hauptsich- 
lich bedingt ist, so wird Zugabe von Kochsaft die Atmungs- 
intensitit nur wenig zu steigern vermégen. Das Resultat 
unserer Versuche entspricht der zweiten Resultatméglichkeit: 
Es erfahrt das Beriberigewebe im Vergleiche mit 
Gesundgewebe (abgesehen von Pankreas, das auch sonst 
seine Besonderheiten aufweist) immer eine geringere 
Atmungsaktivierung als Gesundgewebe. Mehrfach er- 
saben Versuche sogar das Ausbleiben einer Aktivierung. 
Offenkundig handelt es sich also um eine Atmungsinsuffizienz, 
deren Ursache in erster Linie in einem Defizit des 
Strukturfaktors zu suchen ist. Der Kochsaftzusatz erweist 
sich direkt als ein Mittel, die Atmungsinsuffizienz des Beri- 
berigewebes besonders deutlich zu machen. Es _ entspricht 
dies der Vorstellung, daB durch die Kochsaftbestandteile eine 
Funktionsbelastung des an die Struktur gebundenen Atmungs- 
faktors herbeigefiihrt wird, zum Teil sicher dadurch, da8 im 
Kochsaft reichlich brennbares Material angeboten wird. 
(Ausgefiihrt unter Leitung von Prof. W. R. Hess.) 














Bemerkungen zu der Mitteilung von Hans Fischer und 
Ernst Loy: Synthetische Versuche itiber die Konstitution 
des Gallenfarbstoffs. I.) 


Von 
Erich Benary. 


(Der Redaktion zugegangen am 2. Juni 1923.) 


Die Ausfihrungen von Hans Fischer und Ernst Loy 
in der in der Uberschrift genannten Abhandlung kénnen nicht 
unwidersprochen bleiben. Die Autoren geben an, daB das von 
mir’) mittels konzentrierter Salzsiure aus dem 3-Oxy-5-methy]- 
pyrrol-4-carbonsaureester (I) unter Abspaltung von 1 Mol. H,O aus 
2 Mol. Oxypyrrol erhaltene Produkt auch bei der Einwirkung von 
Jodwasserstoff-Eisessig auf das Oxypyrrol entsteht, aiuBern sich 
jedoch beziiglich der Konstitution dieses Produktes dahin, daB ihm 
mit gré8ter Wahrscheinlichkeit die Formel II eines Pyrroliithers 
zukommt, wihrend die von mir friiher angenommene Formel III 
ohne Angabe von Griinden angezweifelt wird. Meines Erachtens 
ist die Formel III hingegen wohlbegriindet, Formel II da- 
gegen zu verwerfen. Abgesehen davon, da8 schon die Bildungs- 
weise des Produktes aus dem Oxypyrrol mittels Jodwasserstoff 
das Vorliegen eines Athers unwahrscheinlich macht, da dieses 
Agens ja gerade im Gegenteil Phenolither spaltet, trigt die 
Atherformel nicht der Tatsache Rechnung, daB die fragliche 





) Diese Zs. Bd. 128, 8. 59 (1928). 
*) Benary u. Silbermann, Chem. Ber. Bd, 46, S. 1363 (1913). 
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Substanz, wie schon friiher mitgeteilt), eine positive Eisen- 
chloridreaktion gibt. Dies Verhalten weist vielmehr auf die 
Gegenwart einer Hydroxylgruppe hin. Ferner spricht fiir die 
Formel III die Analogie mit der isologen von Benary und 
Baravian hergestellten?) Schwefelverbindung (IV), die ahnlich 
aus dem mit dem Oxypyrrol isologen Thiophenderivat sich 
hildet und der auf Grund ihrer in der genannten Arbeit mit- 
nd geteilten Umsetzungen unzweifelhaft Formel IV zukommt. Da 
lon das Oxypyrrol in gleicher Weise wie das Oxythiophenderivat 
zur Selbstkondensation befahigt ist, nimmt nicht wunder. Sie 
beruht auf der auBerordentlichen Beweglichkeit des «-stiindigen 
Wasserstoffatoms, die auch bei anderen Reaktionen zutage 
tritt, wie eine solche (mit 2,5-Dimethyl-3-carbaithoxy-4-pyrrol- 
aldehyd) z.B. von Hans Fischer und Ernst Loy selbst in 
ihrer Mitteilung angefiihrt wird. Die von den Autoren an- 
vegebenen Reaktionen des Pyrrolkondensationsproduktes mit 
Diazobenzolchlorid, Diazobenzolsulfosiure, Ehrlichs Rea- 


7 
. gens usw. sind mit Formel II gut vereinbar, da ja noch ein 

on reaktionsfahiges Wasserstoffatom in «-Stellung in einem der 

l- Pyrrolkerne vorhanden ist. Im Gegensatz zu diesem Kondensa- 

us tionsprodukt scheint mir die Konstitution des rotbraunen 

on Isomeren noch unsicher. Versuche zur Klairung der Frage 

ch sind, wie schon vor kurzem erwihnt, im Gange%), und ich 

m méchte nochmals Eingriffe in mein Arbeitsgebiet zuriick- ? 
3 weisen. 4) 
I] ee 

ns 1) Benary u. Silbermann, Chem. Ber. Bd. 46, S. 1363 (1913). 

ai *) Chem. Ber. Bd. 48, S. 593 (1915). 

" ’) Benary u. Lau, Chem. Ber. Bd. 56, S. 591 (1923). 

ff 4) Anmerkung: Herr Haus Fischer bemerkt zwar, da er mein 

| Arbeitsgebiet nicht betreten wolle, beschiftigt sich aber dauernd mit 

8 dem von mir zugiinglich gemachten Oxypyrrol. Die von ihm angefihrten 

e Reaktionen stehen mit der Frage nach der Konstitution des Bilirubins, 

e auf die er sich beschriinken will, kaum noch im Zusammenhang. Ins- 


besondere handelt es sich beim Bilirubin nach der von Fischer und 
Rése aufgestellten Formel fiir die Xanthobilirubinsiure um ein o-Oxy- 
pyrrolderivat, wihrend das von mir beschriebene ein #-Oxypyrrol ist. : 
Ein Vergleich im Verhalten eines #-Oxypyrrols bzw. Derivaten mit dem | 
des Bilirubins scheint mir daher nicht ohne weiteres am Platze. 
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Extraktionsapparat fiir groBe Flissigkeitsmengen. 


Von 


Hartwig Franzen +. 
YH : Mit 1 Figur im Text. 





(Der Redaktion zugegangen am 7. Juni 1923.) 


Bei unseren Arbeiten iiber die Sauren der Friichte und 
Blatter (siehe die Mitteilungen in dieser Zeitschrift von 
H. Franzen und Mitarbeitern) wurden wir vor die Aufgabe 
gestellt, aus verhaltnismaBig groBen, wiBrigen Fliissigkeits- 
mengen (bis 25 Liter) in Ather schwer ldsliche organische 
Siuren auszuschiitteln. Hierfiir hat sich der in untenstehender 
Figur abgebildete Extraktionsapparat aufs beste bewdhrt. 

Der hier zu beschreibende Apparat besteht aus einer 
groBen Rollflasche (je nach Bedarf bis 25 und mehr Liter 
Inhalt) zur Aufnahme der zu extrahierenden Fliissigkeit. In 
den Hals der Extraktionsflasche ist ein Aufsatz mit seitlichem 
Uberlaufrohr eingeschliffen. In diesem Aufsatz ist zwischen 
Silberblechen ein Riihrer gelagert, der durch Quecksilberdich- 
tungen gasdicht abgeschlossen ist. Durch den Rihrer, der 
hohl und unten zu einer kleinen Offnung ausgezogen ist, fallt 
der aus dem Extraktionskolben hochsteigende und durch einen 
Kihler verdichtete Ather auf den Boden der Extraktionsflasche; 
durch die Riihrwirkung wird der Ather in kleinste Trépfchen 
zerstiubt, die dann in Spiralwindungen langsam durch das zu 
extrahierende Gut streichen, mit dem sie sehr lange in Berih- 
rung bleiben. Bei einer mittelgroBen Extraktionsflasche ist die 
r Geschwindigkeit. des Atherdurchganges etwa 10 ccm pro Minute. 
4 Die Einzelheiten der Konstruktion und der Wirkungsweise 
| lassen sich aus der Figur ersehen. Auch bei monatelanger, 

ununterbrochener Extraktion bewahrte sich der Apparat sehr 
gut, vor allem, wenn der Extraktionskolben durch ein elektrisch 
geheiztes Wasserbad erhitzt wird. 








Oe Tn Ta 


~ 








308 Hartwig Franzen 7, Extraktionsapparat usw. 


Werden die Becher der Quecksilberdichtungen nicht a). 
geschmolzen, sondern mit Gummistopfen angebracht, so wird 
die Stabilitit der Apparatur bedeutend erhiht. 
































































































































Der Apparat, bei dessen Konstruktion wir uns der aus- iA 
gezeichneten Hilfe des Herrn F. Lohr, von der Firma Dr. 
Bender & Dr. Hobein, Filiale Karlsruhe, erfreuten, wird 
von der Firma Dr. Bender & Dr. Hobein, Miinchen, Lind- 
wurmstr. 71—73 in den Handel gebracht. 











Wird | 
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Uber die chemischen Bestandteile griiner Pflanzen. eS 
XXIX. Mitteilung. ae 
Uber einige wasserlésliche Bestandteile der Blatter phe 
der Brombeere (Rubus fruticosus). aes 
Von 
Hartwig Franzen (}) und Ernst Keyssner. : 
(Aus dem chemischen Institut der technischen Hochschule zu Karlsruhe.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Juni 1923.) is 
Vor einiger Zeit) konnte gezeigt werden, daB der wiBrige ae 
; <Auszug aus getrockneten Brombeerblattern d,1-Milchsiure ; : 
: enthalt. Es wurde nun der seinerzeit erhaltene Extrakt 
: vollstiindig aufgearbeitet. Der Gang dieser Aufarbeitung soll 
t hier nur in kurzen Ziigen angefiihrt werden, da er bereits in 
'  triheren Veréffentlichungen H. Franzens und seiner Mitarbeiter?) 
'  iiber die chemischen Bestandteile griiner Pflanzen ausfiihrlich 
4+ [  beschrieben worden ist. Desgleichen wird, um Wiederholungen | 
' zu vermeiden, die Kennzeichnung der aufgefundenen Pflanzen- Ae 
| —F  siuren nur einmal eingehender geschildert, obwohl die meisten S 
a von ihnen im Laufe der Untersuchung wiederholt auftraten 
| [und jedesmal genau gekennzeichnet wurden. i aa 
| : Gang der Untersuchung: 50kg getrocknete Brombeer- ie 
7 _ _ blitter (als wasserfreies Material berechnet) wurden nach Ab- Bt i 
' _ treiben der fliichtigen Bestandteile mit Wasserdampf, mit Wasser pas 
;  ausgekocht und abgepreBt. Der Extrakt wurde zuerst solange ea 
| mit einer gesittigten Lésung von Bleiacetat versetzt, bis keine Pig 
—— pe 
1) H. Franzen u. E. Keyssner, Diese Zs. Bd. 116, S. 166 (1921). 4 j | 
*) H. Franzen und Eugen Schuhmacher, Diese Zs. Bd. 115, 
5. 9 (1921 u. ff). 4 
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weitere Fallung eintrat. Da durch Zufiigen von basischem 
Bleiacetat von neuem ein Niederschlag entstand, wurde hiermit 
die Fallung zu Ende gefiihrt. Der erhaltene Niederschlag 
wird im folgenden als erster Bleiniederschlag bezeichnet. 

Der erste Bleiniederschlag wurde mit verdiinnter Schwefel- 
siure zerlegt, das Filtrat eingeengt und mit Ather extrahiert. 

Der erhaltene Atherextrakt aus dem Bleiniederschlag 
wurde durch Extrahieren mit Benzol von den benzolliéslichey 
Anteilen befreit, dann verestert; die Ester wurden der ge- 
brochenen Destillation unterworfen. 

Die zweite Fraktionierung ergab: 


Druck 12 mm 
Fraktion 1 50—60° 7,7 ¢g 
a 70—s0 0,1 
a 90—100 2,8 
a 100—110 4,0 
a 110—120 3,1 
, 120—130 1,6 
2 ag 130—140 1,8 
a 150—160 2,3 
» 160—170 3,8 
» 170—180 3,4 
a 180—190 2,0 


Riickstand aus der ersten und zweiten Fraktionierung 38,7 g. 
Aus den Fraktionen 1—3 (50—100° wurden nach der 

,,Hydrazidmethode“ die fiir Oxalsiuredihydrazid charakte- 

ristischen glinzenden krystallinischen Blattchen erhalten. 

Das erhaltene Oxalsiuredihydrazid wurde in wenig 
Wasser gelést und daraus mit Alkohol gefallt. Farbloser 
krystalliner Niederschlag. Schmelzp. 242° unter Gasentwicklung. 

0,910 g Substanz gaben 0,380 ccm N bei 18,5° und 738 mm. 

Ber. fiir C,H,O.N, 47,45°/, N Gef. 47,45°/, N. 

Fraktion 1, vielleicht auch Fraktion 2 (70—80°) enthielt 
ferner Milchsiureester; Fraktion 3 (90—100° gab 0,91 g 
Benzylidenbernsteinsiuredihydrazid (Schmelzp. 232 bis 
234°), Fraktion 4 und 5 (100—120°) zeigten ein bisher nicht 
beobachtetes Verhalten. Nach dem Vermischen des in Alkohol 
gelésten Esters mit Hydrazinhydrat fiel nach einigen Stunden 





ein | 
Wur 
es gi 
eng’ 
Mas: 
Fliis 
Ver; 
aus 
qwi 
dib 
All 
lies 














Uber die chemischen Bestandteile griiner Pflanzen. 311 


ein farbloses Ol aus, das nach mehreren Tagen erstarrte. 
Wurde dieses Produkt mit heiBem Alkohol aufgenommen, worin 
es sich leicht léste, und die erkaltete Lésung iiber Chlorcalcium 
eingeengt, so schieden sich blendendweiBe, dichte, warzenformige 
Massen ab. Sie schmolzen zwischen 119—123° zu einer triiben 
Flissigkeit und erschienen unter dem Mikroskop bei 300facher 
VergréBerung gestaltlos. Ausbeute an Hydrazid 2,9 g. Das 
aus dem Hydrazid gewonnene Benzylidenhydrazid schmolz 
gwischen 206—211°, zeigte mit Benzylidenbernsteinsaure- 
dihydrazid einige Abnlichkeit, léste sich jedoch leichter in 
Alkohol und zeigte mit jenem Schmelzpunktserniedrigung. Es 
liegt entweder ein Ester von noch unbekannter Natur oder ein 
Gemisch vor, das durch die angewandten Verfahren nicht ge- 
trennt werden konnte. 

In Fraktion 6 (120—130°) konnte Apfelsiureathylester 
als Hydrazid, wenn auch nur in geringer Menge, so doch sicher 
gefaBt werden. Das Hydrazid bildete warzenformige Krystall- 
aggregate 0,08 g. Nach dem Umkrystallisieren Schmelzp. 174 
bis 175°. 

1,565 mg Substanz gaben 0,460 cem N bei 17,0° und 759 mm. 

Ber. fiir C,H,,0,N, 34,56°/, N Gef. 34,55°/, 

Von der Fraktion 6 an wurden bis zur héchsten Fraktion 
Benzylidenhydrazide erhalten, welche das Verhalten des Ben- 
zylidenzitronensiuretrihydrazids zeigten. Auch die schmierige 
Beschaffenheit der Hydrazide aus den héheren Fraktionen wies 
auf diese Saiure hin. Da jedoch diese Benzylidenhydrazide 
noch nicht niher untersucht sind, soll hier nicht weiter auf 
sie eingegangen werden. 

Fraktion 9 und 11 (160—180°) gaben Verbindungen, die 
gut charakterisiert sind, aber in ihrer Natur noch nicht auf- 
geklart werden konnten. 

Das Hydrazid aus Fraktion 9 (160—170°) — 2,25 g — 
bildete eine zihe gelbe Masse und léste sich in 66 ccm heiBem, 
wiBrigem Alkohol (3/, Alkohol, 1/, Wasser). Nach dem Er- 
kalten schieden sich feine Nidelchen, teils in unregelmafigen 


Drusen angeordnet, teils zu flockigen Massen vereinigt, aus. 


Diese wurden abgesaugt. 0,05 g. Sie glichen dem aus Frak- 
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tion 11 (180—190°) erhaltenen Hydrazid und wurden mit 
diesem vereinigt. Aus dem Filtrat schieden sich bei Weiterem 
Stehen lange Nadeln ab. 0,10 g. Schmelzp. 201—202° unte, 


Gasentwicklung. Nach dem Umkrystallisieren aus 70 con _ 


heiBem Alkohol Schmelzp. 202° 
1,541 mg Substanz gaben 0,366 cem N (17,5°, 746 mm). 


1,269 mg m » 0,306 eem N (17,0°, 746 mm). 
1,691 mg » 0,405 ecm N (18,0°, 746 mm). 
Gef. 27,40 27,86 27,58 °/, N 
Aus Fraktion 11 (180—190°) wurde ein zihes Hydrazid 
— 1,61 g — erhalten. Dieses wurde zweimal mit je 30 ccm 


Alkohol ausgekocht. Riickstand: farbloses Pulver 0,49 ¢. 
Schmelzp. 181—182° unter Gasentwicklung. 
1,187 mg Substanz gaben 0,361 cem N (18,0° und 738 mm). 
1,677 mg * » 0,502 cem N (17,5° ,, 746 mm). 
Gef. 34,64 34,53 9/, N i 


Apfelsiuredihydrazid zeigt den gleichen Gehalt an Stick- 
stoff (34,56°/,), gab jedoch mit dem erhaltenen Hydrazid eine 
Schmelzpunktserniedrigung. 


Fraktion 9 und 11 enthalten also Ester von noch nicht 


niher bestimmter Art. Soweit die Untersuchung des ersten 
Bleiniederschlags. 

Filtrat vom ersten Bleiniederschlag. Das Filtrat 
vom Bleiniederschlag schied nach dem Entbleien und Ein- 
engen groBe Mengen von milchsaurem Magnesium aus. 
Uber dieses Salz wurde bereits berichtet.1) Ks wurden im 
ganzen 460g milchsaures Magnesium erhalten. Um zu sehen, 
ob neben der Milchsiure noch andere Sauren vorhanden 
seien, wurde aus dem milchsauren Magnesium die Milchsiure 
mit verdiinnter Schwefelsiure iu Freiheit gesetzt, ausgeiithert, 
verestert und fraktioniert. 

Die erste Fraktionierung ergab bei 13 mm Druck: 

Fraktion 1, 30—50° 14,2 ¢ 
» % 50—55 89,6 
» 3  55—T70 8,1 





) H. Franzen und E. Keyssner, Diese Zs. Bd. 116, S. 166 (1921). 
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Die héheren Fraktionen wurden einer zweiten frak- 


= tonierten Destillation uuterworfen und hierbei wurde erhalten: 


Druck 13 mm. 
aaa Fraktion 1, 50— 60° 17g 
— aa 2,9 aa 
» % 70—80 Of ae 
» 4 115—130 3,5 
»  t- 16+100 0,8 
> 6, 140—150 0,7 
Riickstainde 17,7 g 
azid Aus simtlichen Fraktionen wurde Milchsiure in der Form 


com des Benzylidenhydrazids (Schmelzp. 160—161°) erhalten. Das 
Auftreten von Milchsiure in den hoheren Fraktionen erklart 
sich durch die Bildung von Lactylmilchsiureester.') Daneben 
aber wurde auch in Fraktion 3, (55—70°) und in den Frak- 
tionen 1,—4, (50—130°) Oxalsaiureester, in der Form des 
Hydrazids (zusammen 0,036 g) gefunden. 

oke Zweiter Bleiniederschlag. Das Filtrat vom milch- 
sauren Magnesium wurde mit Baryt neutralisiert und mit 
| basischem Bleiacetat gefiallt. Der Niederschlag wurde ab- 
ht gesaugt, mit Schwefelwasserstoif zerlegt und das Filtrat vom 
Bleisulfid ausgeiithert. Beim Verdunsten des Athers schieden 
sich aus dem Extrakt derbe Krystalle von Bernsteinsaure 
at fe aus. 4,3 ¢. Sie wurden aus heifem Wasser umkrystallisiert. 
Schmelzp. 183°. Mit reiner Bernsteinsiiure keine Schmelz- 


: punktserniedrigung. 

Mm : 0,1261 g Substanz gaben 0,1882 g CO, und 0,0574 g H,0. i 
7 Ber. fiir C,H,0, 40,68 °/, C Gef. 40,709), C 
; 5,08 ,, H 5,09 ,, H 

. Filtrat vom zweiten Niederschlag. Das Filtrat vom 


’ | zweiten Bleiniederschlag wurde mit Schwefelsiure angesiuert, 
ausgeiithert und der Atherextrakt mit Benzol extrahiert. Der 
Benzolextrakt konnte durch Behandeln mit Sodalésung in 
einen sodaunléslichen und einen sodaléslichen Teil getrennt 
werden. Aus letzterem wurden durch Ansduern und Aus- 
ithern die Séuren gewonnen. 


+) H. Franzen und Emmi Stern, Diese Zs. Bd. 121, S. 196 (1922). 
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Der mit Benzol extrahierte Atherextrakt wurde wieder 
verestert und fraktioniert. 


Druck 11 mm. 
Fraktion 1, bis 45° 4,0 ¢ 
» % 6— 50 3,3 
» } ee 6,6 
»» /»~ Bae 0,7 
» t& eto 1,9 
» 6, 110—125 1,8 
Druck < 1 mm. 
» | bis 180° 0,4¢ 


Die nun folgenden Anteile gaben bei der zweiten Frak. 
tionierung 
Druck 11 mm. 
Fraktion 1, 160—180° 3,8 g 
» 2, 180—190 3,1 
» 8, 190—200 2,4 
» 43 200—220 1,6 
Kolbenriickstinde 8,8 g 


Die Fraktionen 1,—7, boten nichts Besonderes. Sie ent- 
hielten Milchsiure- und Bernsteinsiureester, die als Hydra- 
zide baw. deren Benzylidenverbindungen gekennzeichnet wurden. 
Kin eigentiimliches Verhalten zeigten dagegen die hoheren 
Fraktionen 1,—4,. (160—220°). Als der in Alkohol auf: 
genommene Ester mit Hydrazinhydrat versetzt worden war, 
schieden sich, als die Mischung 2 Stunden am RiickfluBkiibler 
gekocht worden war und iiber Nacht stand, kugelige Drusen 
aus, die sich beim Umschiitteln des GefiBes vermehrten, bis 
die ganze Lésung zu einem dicken Brei erstarrte. Die Kry- 
stalle — unter dem Mikroskop farblose Prismen — wurden aus 
Alkohol umkrystallisiert. 1g Hydrazid léste sich in 28 ccm 
siedendem Alkohol. Aus der erkaltenden Liésung erfolgte 
die Abscheidung der langen verfilzten Nidelchen nur sehr 
trige. Schmelzp. 201—202° Aus den verschiedenen Frak- 
tionen wurden rund 3 g Substanz erhalten. 

Die Stickstoffbestimmungen gaben keine gut iiberein- 
stimmenden Werte. 
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‘leder 1,670 mg Substanz gaben 0,238 ecem N (18,0° und 748 mm). 
2,107 mg - » 0,301 eem N (16,5° ,, 755 mm). 
3.615mg 4, 0,501 cem N (18,0° ,, 755 mm). 

Gef. 16,45 16,73 16,15°/, N 


Die Benzylidenverbindung dieses Hydrazids, die nur in 
sehr schlechter Ausbeute erhalten wurde, schmolz bei 178°. an 

Die Fraktionen 1,—4, (160—220°) enthalten somit einen a 
Ester von noch unbekannter Art. 

Der sodaliésliche Teil des Benzolextraktes aus dem 
\therextrakt vom Filtrat des zweiten Bleiniederschlags ent- . 
hielt im wesentlichen Milchsiure und Bernsteinsiure, 
wie die Untersuchung der Benzylidenhydrazide zeigte. 


oa Der sodaunldsliche Teil bildete ein gelbbraunes OI 
von eigentiimlichen Geruch. Es entfarbte Bromlésung sofort. 
Ungesittigte Kérper waren also darin enthalten. Um viel- 
leicht vorhandene Carbonylgruppen zu ermitteln, wurde das 
Verhalten gegen Semicarbazid und Phenylhydrazin gepriift. 
Diese Reaktionen fielen negativ aus. 

Das Ol wurde einer zweimaligen gebrochenen Destillation 
nt- [% unterworfen und in folgende Fraktionen zerlegt: 

ra- Druck 11 mm. 

en, Fraktion 1 48— 50° 2,6 ¢g 

ren . ‘ 2 50—110 1,1 

uf. » 8 110—120 3,8 

Ss » 4 120—150 1,0 

» 5 150—160 0,4 

ler » 86 160—175 2,7 

ta Druck < 1 mm. 

bis » 1 150—160° 23¢ 

7° & » 8 160—185 1,0 

ul » 9 185—218 2,0 

n Riickstand 0,9 g 

te © Die Fraktionen waren mit Ausnahme von Fraktion 1 

hr [FF (48—50°, die farblos war, gelb, von Fraktion 7 (150—160°, 

k- D.< 1mm) an kreB gefarbt. Von Fraktion 6 (160—175°) an 
wurden die Destillate dickfliissig. Sie entfarbten Bromlésung 

a mit Ausnahme von Fraktion 1. Fraktion 1 (48—50°) wurde 


auf — 15° abgekiihlt, Es trat keine Verinderung ein. 
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Um einen Anhaltspunkt fiir die Zusammensetzung dey 
einzelnen Fraktionen zu gewinnen, wurden von ihnen Kohlep. 
wasserstoffbestimmungen ausgefiihrt. Die gefundenen Werte 
zeigten fiir alle Fraktionen eine gewisse Ubereinstimmung, 
Der Wert fiir Kohlenstoff schwankte zwischen 49,80—43,30°) | 
der fiir Wasserstoff zwischen 8,54 und 6,20°/,. Die Zunahme 
des Kohlenstoffgehaltes und die Abnahme des Wasserstoff- 
gehaltes erfolgten ziemlich regelmiBig. Besitzen diese Ana- 
lysendaten auch keine besondere Bedeutung, so folgt doch 
daraus, daB die einzelnen Fraktionen in ihrer Zusammen- 
setzung nicht allzu sehr verschieden sein kénnen (vielleicht 
liegen homologe Reihen vor), und da ferner in ihnen sauer- 
stoffreiche Kérper, vielleicht Lactone, enthalten sein miissen. 
Es wurden deshalb die Verseifungszahlen bestimmt: 

1,000 g Destillat verbrauchten bei: 
_ Fraktion 1 90,3 eem n/10-KOH Aquivalentgewicht = 110,8 


- 2 97,4 ,, - “9 = 102,9 
” 3 110,4 ” ” ”? = 90,7 
9 G: S057 ws e ‘i = §85,4 
- 7 1095 ,, e _ = 91,5 
” 8 104,8 ” ” PP = 95,5 
” 9 103,1 e ” ” = 96,8 


Die aus den Verseifungszahlen berechneten Aquivalent- 
gewichte stehen in guter Ubereinstimmung mit den nach der 
Rastschen Camphermethode!) gefundenen. Letztere sind rund 
doppelt so groB wie erstere. 


Fraktion 1 0,0077 g Substanz 0,0770 g Campher 


4 = 20 M = 200 

e 2 0,0038 g i 0,1480 ¢g . 
A=5 M = 205 

“a 3 0,0050 ¢ 0,0292 g re 
A = 80 M = 228 

- 7 0,0061 g . 0,0848 g “ 
A= 12 M = 240 

» «9 0,0040 g - 0,0880 g “ 
4= 1,5 M = 236 


Es wurde nun versucht, Hydrazide bzw. Benzyliden- 
hydrazide zu erhalten. Dieser Versuch verlief ergebnislos. 





1) Karl Rast, Chem. Ber. Bd. 55, 8. 1051, (1922). 
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Nur Fraktion 3 (110—120°) gab Spuren von Benzyliden- 
milchsiurehydrazid. (Aus 0,20 g Substanz, 0,008 g Ben- 
zylidenmilchsaurehydrazid, Schmelzp. 159—160°). Ebenso er- 


folglos war der Versuch zur Darstellung von Silbersalzen. 
Dagegen wurden gut krystallisierende Kupfersalze erhalten. 


Zur Darstellung der Kupfersalze wurden die Destillate 
mit gefilltem Kupferoxyd und Wasser, worin sie sich teilweise 
listen, mehrere Stunden auf dem Wasserbad erwirmt. Die 
jiltrierte Liésung gab nach dem Einengen blaugriine Krystall- 
krusten. 1,0 g von Fraktion 3 (110—120°) gab 1,2 g Roh- 
produkt. Dieses léste sich in 3,2 com heiBem Wasser. Aus 
der erkalteten Lésung schied sich nichts aus. Durch Zusatz 
vom 3fachen Volumen Alkohol und Stehenlassen iiber Chlor- 
calcium wurden feine Krystallnidelchen von blauer Farbe 
erhalten. 0,30 g. Unter dem Mikroskop bei 300facher Ver- 
srdBerung: prismatische Nadeln, die zuweilen zu dichten 
Biindeln vereinigt sind. 0,1069 g Substanz verloren nach 
2stiindigem Erhitzen im Vakuum im Toluoldampf bei vor- 
gelegtem Phosphorpentoxyd 0,0007 g an Gewicht. Krystall- 
wasser oder Krystallalkohol war also nicht vorhanden. Die 
blaue Farbe hatte sich beim Erhitzen nicht verindert. 

0,1069 g Substanz gaben beim Veraschen 0,0348 g CuO. 

Gef. 26,01 °/, Cu 

Aus 1,3 g Substanz von Fraktion 6, wurden 0,20 g reines 
Kupfersalz erhalten. 

0,1021 g Substanz gaben 0,0333 g CuO. 

Gef. 26,05 °/, Cu 

Auch die iibrigen Fraktionen gaben Kupfersalze, die den 
eben beschriebenen glichen; doch reichten die vorhandenen 
Mengen nicht aus, um weitere makroanalytische Untersuchungen 
damit anzustellen. 

Das Molekulargewicht der freien Siure aus Fraktion 3 
(110—120°) berechnet sich nun aus dem Kupfergehalt zu 91,7 
bzw. einem Vielfachen davon. Dieser Wert stimmt gut tiber- 
ein mit dem aus der Verseifungszahl gefundenen. 

Es liegt vielleicht das Lacton einer Oxysiure vor. Uber 
ihre Natur kann jedoch vorerst noch nichts ausgesagt werden. 
Hoppe-Seyler’s Zeitschrift f. physiol. Chemie. CXXIX. 21 
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Inosit: Die ausgeatherten Filtrate vom ersten upd 
zweiten Bleiniederschlag wurden mit Bleihydroxyd behandelt, 
der Bleihydroxydschlamm mit Kohlensiiure zersetzt und das 
stark eingeengte Filtrat mit dem dreifachen Volumen Alkoho| 
versetzt. Es schied sich sofort eine teerige Masse aus und 
spiter zeigten sich an der GefaSwand und in dem teerigen 
Bodensatz Krystalle, die sich als Inosit erwiesen. 162 ¢ 
Nach Umkrystallisieren aus Wasser Schmelzp. 224—225°, 

0,2884 g Substanz gaben 0,4240 g CO, und 0,1777 g H,O. 


0,2147 ¢ = »  0,3143g CO, ,, 0,1251 g H,O. 

Ber. fiir C,H,,0, 40,0% C  Gef. 10,11—39,94 9, C 

6,7, H 6,89— 6,52 ,, H 
Zusammenfassung. 


Die Esterhydrazidmethode hat bei der Aufarbeitung des 
wiBrigen Extraktes aus den Brombeerblittern folgendes er- 
geben: 

Ks gelang darin Milchsaure, Bernsteinsiure, Apfel- 
siiure und Oxalsiure nachzuweisen. Neben diesen Siiuren 
konnten noch isoliert werden aus dem Bleiniederschlag ein 
Hydrazid vom Schmelzp. 181—182°, ein Hydrazid vom 
Schmelzp. 201—202°, aus dem Filtrat vom zweiten Bleinieder- 
schlag ein Hydrazid vom Schmelzp. 201—202°, das mit dem 
vorigen aus dem Bleiniederschlag erhaltenen nicht identisch 
ist. AuBerdem wurden Kupfersalze einer noch nicht niher 
bestimmten Siéure erhalten. Nebenbei wurde auch _ noch 
Inosit nachgewiesen. 

Uber die Mengen lassen sich nur schwer zuverlissige 
Angaben machen. Der Sauregehalt der getrockneten, wasser- 
freien Brombeerblatter berechnet sich etwa zu 


eas a el ORY, 
Bernsteinsiiure . . . . . . 0,009 

Apfelsiure . . . . . . . 0,00015 
Oxalsiure. . .. =... . 0,0008 


An unbekannten Hydraziden wurden etwa 8g und an 
Kupfersalzen etwa 4 g erhalten. 
Diese Zahlen werden naturgemifB mit dem gréBten Vor- 
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und behalt wiedergegeben, da sie auch nicht einmal in relativer 





delt, [i Hinsicht ein Bild von dem Vorkommen dieser Saiuren in den TE 
das Blattern geben kénnen. “ 
‘ohol Auffallend ist aber in jedem Fall der hohe Gehalt an 
und Milchsiiure. Ob diese wirklich in solch iiberwiegender Menge i 
igen ‘1 den lebenden Pflanzenblattern vorhanden ist, oder ob sie ae 
2 ¢g. durch einen gestérten Atmungsvorgang oder eine Milchsiure- ak 
girung beim ‘Trocknen entstanden ist, mu erst durch ver- : Ms 
gleichende Untersuchungen von frischem und getrocknetem 
Pflanzenmaterial gezeigt werden. i 
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Versuche tiber die Darstellung von Verbindungen 
von Diketoperazinen mit Aminosduren bzw. Polypeptiden, 


Von 


Emil Abderhalden und Emil Klarmann. 


(Aus dem Physiologischen Institut der Universitit Halle a. 8S.) 
(Der Redaktion zugegangen am 15. Juni 1923.) 








Der eine von uns (A.)!) hat kiirzlich auf die Méglichkeit 
hingewiesen, daB im Kiwei8molekiil neben siureamidartig ver- 
kniipften Aminosiuren vom Typus der Polypeptide Anhydride 
vorhanden sind. Bis jetzt ist bekannt, daB aus HiweiB sich 
Diketopiperazine isolieren lassen. Es ist Aufgabe der weiteren 
Forschung, Methoden ausfindig zu machen, um aus Eiweii 
Produkte zu isolieren, die das Vorkommen derartiger Ring- 
systeme ganz eindeutig beweisen, d. h. es miissen Produkte 
zusammengesetzter Natur abgetrennt werden, in denen Ring- 
systeme in Bindung mit freien Ketten von Aminosiuren vor- 
handen sind. Erst dann wird man mit dem Befund von An- 
hydriden und insbesondere von Diketopiperazinen eine bestimmte 
Vorstellung tiber die Struktur der Proteine verbinden kénneo. 
Ks ist wohl méglich, daB Ringsysteme ganz besonders bei den 
Proteinoiden (Keratinarten, Seidenfibroin, Elastin usw.) eine 
besonders groBe Rolle spielen. Die besonderen Eigenschatten 
dieser KiweiBarten beruhen vielleicht auf der Haufung solcher 
Ringsysteme. Jn diesem Zusammenhange sei auch der Arbeit 
von Troensegaard’) gedacht. Seine Beobachtung iiber die 
im Kiwei8 vorhandenen Ringsysteme der Pyrrolreihe 1aBt sich 





1) Emil Abderhalden, Diese Zs. Bd. 128, S. 119 (1923). 
*) Diese Zs. Bd. 127, 8. 137 (1928). 
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nur schwer mit den bisherigen Vorstellungen tiber die Zusammen- 
setzung der Proteine in Zusammenhang bringen. Es spricht 
manches dafiir, daB durch die von ihm angewandte Methodik 
einerseits die im KiweiB vorgebildeten Fiinfringe (Prolin, Oxy- 
prolin, Tryptophan) zusammen mit vielleicht aus Pyrrolidon- 
carbonsiure entstehendem Prolin zum Nachweis gelangen. 

Um fiir die weitere Forschung im oben erwahnten Sinne 
Modelle zur Verfiigung zu haben, haben wir damit begonnen, Di- 
ketopiperazine mit Aminosaiuren zu kuppeln. Wir haben 
gunichst Glycinanhydrid mit zwei Molekiilen Glykokoll ver- 
bunden. Uber die Struktur der Verbindung ist wohl kein Zweifel 
méglich. Leider stieBen wir beim Versuche, in der gleichen 
Art und Weise andere Diketopiperazine, wie Alanin-anhydrid, 
Glycyl-alanin-anhydrid, Leucyl-glycinanhydrid, mit Amino- 
siuren zu verkuppeln, auf groBe Schwierigkeiten. Kbenso 
scheint das weitere Anfiigen von Aminosiuren an das dar- 
gestellte 1,4-Diglycyl-glycinanhydrid nicht ohne weiteres méglich 
mu sein. Die dargestellte Verbindung wird auf ihr Verhalten 
gegeniiber Fermenten usw. noch genau untersucht werden. 


Experimenteller Teil. 


Darstellung des 1,4-Di(-chloracety])2,5- 
diketopiperazins, 


r 5 








_, NH 
CH; 4% CO CH, CO 
2) eS 
Col, » CH, C1. CH,-CO—N/ N—CO—CH, + Cl. 
47 
me GO CH, 


5 g feingepulvertes Glycinanhydrid werden mit 100 ccm 
Nitrobenzol iibergossen und zum Sieden erhitzt. Man entfernt 
nun die Flamme und figt, sobald die Temperatur auf etwa 
140°C gesunken ist, tropfenweise unter Riihren 15 g Chlor- 
acetylchlorid hinzu, erhitzt wieder, bis nach dem Auflésen 
der anfanglich starken Gasentwicklung (HCl), das ganze Glycin- 
anhydrid in Lésung gegangen ist. Zum Schlu8 gibt man noch 
3g Chloracetylchlorid zu und erhitzt wieder. Es ist streng 
darauf zu achten, daB die Temperatur nicht iiber 160° C steigt, 
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da sonst Zersetzungen eintreten, wobei die Lésung dunkel ynq 
die Ausbeute verkleinert wird. Auch soll das Kochen gp) 
kurz als méglich geschehen. Das anfangliche Erhitzen zu), 
Sieden vor dem Zusatz des Chloracetylchlorids hat den Zweck, 
die Feuchtigkeit méglichst vollstindig zu verdraingen, da auch 
diese die Ausbeute verringert. 

Nun wird die Fliissigkeit noch heiB durch einen Trichtey 
mit Glaswolle gegossen, um eventuelle Verunreinigungen zuriick- 
zuhalten. Man 1laBt erkalten und stellt auf einige Stunden iy 
den Kisschrank. Schon nach kurzer Zeit beginnt die Krystalli- 
sation. Sobald sich alles abgeschieden hat, gieBt man die iiber- 
stehende, gewohnlich dunkel gefirbte Flissigkeit durch ein 
Filter, so daB der gréBte Teil der Krystallmasse im Glas zuriick- 
bleibt. Diese iibergie8t man nun mit 100 ccm Nitrobenzol und 
erwarmt. Bei 50—60° tritt vollstiindige Liésung ein. Nun 
kiihlt man schnell auf 30°C ab, ohne daB Ausscheidung erfolgt, 
und versetzt unter Umriihren in einem GuB mit 200 ccm Ather. 
Sofort scheidet sich eine weiBe Krystallmasse aus. Die Fiallung 
ist nach 15 Minuten vollstindig. Nun wird filtriert, der Nieder- 
schlag zur vollstindigen Entfernung des Nitrolbenzols am Filter 
mit Ather gewaschen (wobei man ihn mit einem Glasstab aul- 
wirbelt), schlieBlich an der Luft antrocknen gelassen und dann 
in einem Vakuumexsikkator gebracht, wo er kurze Zeit nach 
dem Evakuieren vollstindig trocken wird. 

Aus der abgegossenen Mutterlauge lassen sich erhebliche 
Mengen des Chlorkérpers, wie folgt, gewinnen. Man versetzt 
unter Umriihren ebenfalls mit 200 com Ather. Auch hier erfolgt, 
wenn auch meist nicht sofort, Krystallisation (tritt sie nicht 
ein, so impf{t man mit einem Krystillchen aus der Hauptmenge). 
Man 1a8t nun 2 Stunden stehen, filtriert, bringt den Niederschlag 
durch Erwairmen in 50 ccm Nitrobenzol in Liésung, kiihlt wieder 
ab und versetzt mit 100 ccm Ather. Der ausfallende Niederschlag 
wird zur Entfernung des Nitrobenzols, wie oben, behandelt. 

Die Ather-Nitrobenzolgemische werden vereinigt und daraus 
sowohl der Ather als auch das Nitrobenzol (ist etwas HCI- 
haltig) zum gréBten Teil wiedergewonnen. Die Produkte kénnen 
zu dem gleichen Zweck wiederverwendet werden. 
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Man bekommt den Chlorkérper in weiBen Schiippchen 
yom Schmelzp. (unkorr.) 168,5° C. Er ist léslich in Chloroform, 
Aceton, Essigiither, heiBem Xylol, sehr schwer léslich in Alkohol 
und Ather. Er geht beim Kochen mit Wasser in Lésung. 

0,1530 g Substanz gaben 0,1985¢ CO, = 35,38°/,C und 0,0443g H,O 
~ 3,24°/, H,0. 

Stickstoff nach Kjeldahl 10,70°/,. 0,1550 g Substanz gaben 0,1682 g 
Ag(l = 26,84%/, Cl. 


Ber. fiir C,H,0O,N,Cl, . Ber. 35,95 °/, Gef. 35,38°/, C 
8,02 324 H 
10,49 10,70 N 
26,56 26,84 Cl 


Darstellung des 1,4-Diglycyl-glycinanhydrids. 


CH, CO 
NH,-CH,-CO—N/ \N—CO—CH,-NH,. 


Die Bildung dieses Kérpers erfolgt durch Aminierung des 
vorhergehenden. 5 g des Chlorkérpers werden mit 100 ccm 
Alkohol, der mit gasférmigem Ammoniak bei 0° C gesittigt 
wurde, in einer Druckflasche iibergossen und unter 6éfterem 
Umschiitteln 3—4 Tage bei 37°C gehalten. Es empfiehlt sich 
gleichzeitig in 2 Kélbchen je 0,1 g des Chlorkérpers, den man 
mit 5cem alkoholischen Ammoniak versetzt hat, als Kontroll- 
proben mit anzusetzen. Nun fihrt dann am dritten Tag eine 
(l-Bestimmung aus, indem man den Inhalt des Koélbchens ent- 
leert mit 200 ccm Wasser und einigen com HNO, versetzt und nach 
Volhard titriert. Man muB8 dann das gesamte Cl in lonenform 
baw. titrierbarem Zustand vorfinden. Ist das nicht der Fall, so laiBt 
man das Gemisch noch einen weiteren Tag bei dieser Temperatur 
stehen. Auch in der Hauptmenge kann man eine Cl-Bestim- 
mung vornehmen, indem man im Vakuum den Alkohol bei 
tiefer Temperatur abdampft, den Riickstand in Wasser aut- 
nimmt, in einen Me8kolben bringt, und in einem aliquoten 
Teil das Cl titriert. Nun wird zur Entfernung des gebildeten 
Chlorammons die Hauptmenge in einer Stépselflasche mit einem 
geringen Uberschu8 Ag,SO, versetzt, griindlich geschiittelt und 
das Filtrat von AgCl in bekannter Weise von SO,” und Ag 








